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Abstract 
 
Heat shock proteiner (Hsp) har i de seneste år været genstand for interesse indenfor forskellige 
grene af biologien på grund af deres egenskaber indenfor programmeret celledød. 
Den etablerede viden er størst indenfor oncologi, hvor Hsps apoptosehæmmende egenskaber fortsat 
er genstand for forskning, men proteinernes præventive effekt på toksin- eller stressinduceret 
celledød har spredt interessen til felter som neurologi og toksologi. 
Målet med denne rapport har været at sammenfatte tilgængeligt forskningsmateriale på området 
med henblik på at undersøge Hsps inflydelse og hæmmende effekt på programmeret celledød.  
Hsp har vist sig ved højere cellulære koncentrationer at øge tolerancen overfor stress og 
dødsinducerende mekanismer. 
 
 
 
 
Lately, heat shock proteins (Hsp) have been a subject of interest inside different branches of 
biology, owing to their capacities in programmed cell death. 
The majority of the established knowledge lies inside oncology where the apoptosis limiting 
capacities of the Hsp’s are still subjects of further research, but the proteins’ preventive effects on 
toxin- or stress induced cell death have spread the interest to other fields such as neurology and 
toxology. 
The aim of this rapport has been to gather available research results on the field in order to 
investigate the role and influence of Hsp’s on programmed cell death. 
Hsp’s have proved to increase tolerance towards stress and death inducing mechanisms.   
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Forord 
 
Denne rapport er udarbejdet af studerende på 1. Bachelor modul i molekylærbiologi ved instituttet 
for Natur, systemer og modeller på Roskilde Universitetscenter.  
Rapporten er baseret på litterære studier. 
 
Vi vil gerne rette en stor tak til Mikkel Rohde fra kræftens bekæmpelse for hans inspirerende 
vejledning, samt til Jiayun Chen for hendes arbejde der grundet uforudsete årsager måtte tage 
afsked med projektet. 
 
Desuden vil vi rette en tak til vores vejleder Lektor Ph.D. Ole Skovgård.  
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1 Indledning 
 
Der har gennem længere tid været fokus på de apoptotiske pathways, grundet deres relation til 
cancer – tumordannelse er blandt andet betinget af cancercellers manglende evne til at indlede 
apoptose [Nylandsted et al., 2004]. Dette har resulteret i en større mængde eksperimenter - designet 
til at belyse de molekylære mekanismer der ligger til grund for apoptose. Overordnet set har 
forskningen indenfor cancer og apoptose til en vis grad været fokuseret mod medicinsk at kunne 
stimulere apoptose i cancerceller, hvilket har været på bekostning af eksperimentelle redegørelser 
for kroppens egen regulering af apoptose – en vurdering taget på baggrund af tilgængeligheden af 
relevant litterært materiale indenfor dette område.  
 
Heat shock proteiner (Hsp) blev opdaget i 1962 [Kiang & Tsokos, 1998] og har vist sig at være en 
proteingruppe med høj sekvenshomologi fra bakterier til pattedyr. De fleste Hsp’er agerer som 
molekylære chaperoner, som eksempelvis katalyserer polypeptiders korrekte foldning, genfolder 
denaturerede proteiner og forebygger aggregering af denaturerede proteiner. 
Medicinalbiologien har i de seneste år vist stigende interesse for Hsp egenskaber i forskellige 
former for toxologi, hvor Hsp er tilskrevet en præventiv effekt på leverskader og cellestress generelt 
[Lee et al., 1999; Mikami et al., 2004; Salminen et al., 1997; Sumioka et al., 2004].   
 
Vi vil i denne rapport søge at belyse omfanget af Heat Shock proteiners inhibering af programmeret 
celledød (PCD) – en nyere klassificering som indbefatter både apoptose og nekrose-lignende PCD 
[Leist & Jaattela, 2001].  
Vores rapport vil, for at bibeholde et kvalitativt aspekt, have en afgrænset belysning af ovenstående 
problem. Vi vil fokusere på PCD pathways upstream for caspase-3, idet den karakteristiske caspase 
kaskade som finder sted downstream for caspase-3, kun kan reguleres i mindre grad af HSP – det 
vil således, i lyset af vores problemstilling, være for omfattende at inddrage denne del af apoptosen 
i belysningen af problemet.  
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1.1 Heat Shock Proteiner 
I eukaryoter er heat shock proteiner klassificeret i fire familier alt efter deres molekylære masser i 
kDa; Hsp60, Hsp70, Hsp90 samt små Hsp’er der har en (monomerisk) størrelse på 15-30 kDa. 
Nogle heat shock proteiner ekspresseres konstitutivt, derindunder Hsp60, Hsc70 (heat shock 
cognate) og Hsp90, hvorimod Hsp27 og Hsp70 induceres ved diverse former for stress, eksempelvis 
heat shock og oxidativt stress [Garrido et al., 2001; Kiang & Tsokos, 1998]. 
 
Hsp27 hører til de små heat shock proteiner og er et ATP-uafhængigt chaperone-protein der findes i 
cytosolen, som forebygger aggregering af proteiner. C-terminaldelen indeholder et α-crystallin-
domæne der har til opgave at binde polypeptider, mens N-terminalen udgør en hydrofobisk region.  
Fosforylering af Hsp27 forårsager en strukturændring i den quaternære struktur af Hsp27, hvorved 
den skifter fra en homo-multimerisk form til dimerer eller monomerer, hvilket vil medføre en 
dissociation fra et eventuelt bundet polypeptid [Haslbeck, 2002]. Hsp27 er således kun aktiv i dens 
oligomere form [Fink, 1999].  
 
Hsp70-familien har en højt konserveret sekvens og forefindes i kernen, cytoplasma, mitokondrier 
og det endoplasmatiske retikulum og er mest kendt for deres assistance i foldning af polypeptider. 
Hsp70 er opdelt i fire domæner; en N-terminal efterfulgt af ATPase-domæne, et 
peptidbindingsdomæne der består af to antiparallelle β-sheets og et α-helix og til sidst C-terminalen 
med det højt konserverede EEVD-motif (glu-glu-val-asp) som afsluttende sekvens [Kiang & 
Tsokos, 1998]. 
Generne der koder for Hsp70 kan opdeles i hhv. konstitutive og inducible gener. Det konstitutive 
gen, kaldet Hsc for heat shock cognate, udtrykkes konstitutivt og koder for stressproteiner under 
normale cellulære forhold, hvor det altid er til stede i lav koncentration og opretholder chaperone 
funktion. Derimod ekspresseres de inducible Hsp gener som respons til cellulært stress [Boutet et 
al., 2003; Tomanek & Somero, 2002]. 
Hsp90 findes i cytosolen, hvor det forhindrer protein aggregering. Der er to isoformer af Hsp90; 
Hsp90α og Hsp90β, hvor Hsp90β udgør den mere konstitutive form, mens Hsp90α er mere 
inducerbar. Hsp90 er et hydrofobt protein, men indeholder også et højt ladet domæne mellem C- og 
N-terminalerne og Hsp90 binder fortrinsvis til enten positivt ladede eller hydrofobe proteiner. N-
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terminalen er involveret i bindingen til andre proteiner, men indeholder bindindingssite for det 
Hsp90-specifikke antitumor-stof geldanmycin, som ved binding blokerer for bindingen [Csermely 
et al., 1998]. 
 
1.2 Oxidativ stress i leveren 
Vi vil i dette afsnit overordnet skitsere hvordan eukaryote celler kan undergå apoptotisk eller 
nekrotisk PCD.  
 
Reaktive oxygenradikaler (ROS) dannes i forbindelse med mange metabolske processer i cellen. 
Energiproduktion i mitokondrierne ved elektrontransportkæden, antimikrobiotisk og antiviral 
respons samt afgiftningsprocesserne i leveren med cytochrom p 450 frigiver alle ROS, som 
indbefatter superoxid(O2-), hydrogen peroxid (H2O2), nitrogenoxid (NO•) og hydroxylradikaler 
(•OH). Cellens oxidative forsvar har til formål at holde mængden af ROS på et uskadeligt niveau 
med dismutaser, katalaser, glutathion og peroxiredoxin [Kim et al., 2005] og [Chandra et al., 2000]. 
Imidlertid kan faktorer som cytotoxiner og mitokondrielle sygdomme øge produktionen af ROS til 
et niveau, som overstiger det oxidative forsvars kapacitet, hvilket resulterer i cellulære skader, 
apoptose eller nekrose-lignende PCD alt efter omfanget af skaden. [Chandra et al., 2000]. 
 
Oxidatoren cytochrom P450 er en af kilderne til ROS i leveren da den lækker H2O2 og O2•- under 
metabolisme af stoffer.  
Cytochrom P450 tilhører hæmprotein gruppen der kan aktivere oxygen ved hjælp af en prostetisk 
gruppe i form af en jernholdig porphoryn IX gruppe. Deres primære funktioner er at udøve 
elektronoverførelse i elektron transportkæden og katalysere redox reaktioner i form af f.eks. 
oxidativ biotransformation i leveren, for at udskille uønskede stoffer. 
Transformationen fungerer gennem aktivering af atmosfærisk ilt der efterfølgende oxygenerer 
substrater [McIntyre et al., 1991b]. Transformationen bliver udført af en katalytisk cyklus der kan 
ses på Figur 1. 
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Figur 1: Cytokrom P450s katalytiske cyklus.  SH er substrat. De stiplede linjer angiver steder hvor cyklussen kan 
lække hhv. oxygen radikaler, hydrogenperoxid og vand. Cyklussen fra substratet er blevet bundet til P450. 1: En 
elektron fra NADPH reducerer jernet til Fe2+. 2: Dioxygen binder sig til jernets 6. koordinationsbinding (De fire 
koordinationsbindinger går til porphyrinringen, den femte til svovlet fra cysteinen.) og danner jern dioxygen. 3: 
Den anden elektron fra NADPH reducerer det fjerne oxygenatom. 4: Protonering af det reducerede oxygen 
omdanner komplekset til jern-hydroperoxo (Fe3+-OOH-). 5: Endnu en protonering medfører heterolytisk brydning 
af O – O bindingen under dannelsen af vand, samt en dobbeltbinding mellem jernet og det tilbageværende oxygen. 
Dette stadie kaldes Compound I. 6: En threonin aminosyre katalysere endnu en heterolytisk brydning som 
forårsager oxidering af substratet [Ortiz de Montellano, 2005]. 
 
1.2.1 Fra ROS til nekrose-lignende PCD 
Udskillelsen af ROS medfører forstyrrelse af intracellulære Ca2+ koncentrationer der kan medføre 
nekrose-lignende PCD som resultat af tab af membranpotentiale [Reed et al., 1990] og [Neil 
McIntyre, 1991b].  
Acetaminophen (APAP) bliver omdannet af cytochrome P450 til metabolitten N-acetyl-p-
benzoquinone (NAPQI) som binder sig til proteiner i leveren der medfører nekrose-lignende PCD 
[Hinson JA., 1992].  
 
1.2.2 Fra ROS til apoptose 
Derudover er det også blevet påvist at OS inducerer udtrykkelsen af den apoptose inducerende Fas 
ligand (FasL) i humane endothelia celler (eng. endothelial cells) (Se afsnit 2.1.2) [Suzuki et al., 
2006]. 
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Endvidere kan O2•- radikalen reagere med peroxid, H2O2, og danne en reaktiv hydroxyl radikal OH• 
der kan angribe næsten alle molekyler i sin nærhed og medføre lipid peroxidation. [Neil McIntyre, 
1991b] Lipid peroxidation er en kædereaktion der bliver udløst af, at en fri radikal oxiderer kulstof i 
lipidmembranen ved at fraspalte et hydrogen atom. Dette efterlader kulstoffet som en radikal der 
kan oxidere nabo lipider [McIntyre et al., 1991a]. Radikalen kan være fremkommet som resultat af 
metabolisme af et xenobiotika med cytochrom P450 i tilfældet af mangel på glutathion til videre 
metabolisering i leveren. Peroxideringen medfører PCD [Xiu An Zhan, 2005]. 
 
2 Programmeret celledød 
Begrebet programmeret celledød deles op i nekrose-lignende PCD og apoptose, hvor apoptose 
indbefatter programmeret celledød og adskiller sig fra nekrose-lignende PCD, der opstår som følge 
af mekaniske skader, forbrændinger og lign. 
Den mest indlysende forskel på nekrose-lignende PCD og apoptose er af morfologisk karakter, da 
nekrotisk celledød medfører opsvulmning af celleorganer, brud på plasmamembranen og 
medførende infektioner, da immunforsvaret aktiveres af signalmolekyler, der slipper ud ved 
plasmamembranes brud. I mange tilfælde medfører nekrotisk celledød også produktion af arvæv, 
som induceres af hepatoma-derived growth factor molekyler, der også befandt sig i den afdøde celle 
[Zong & Thompson, 2006].   
Her adskiller apoptose sig ved sin organiserede proces: Cellens indre nedbrydes gradvist og 
transporteres ud af cellen til genbrug andetsteds i kroppen, hvorpå naboceller og makrofager 
nedbryder resterne (se apoptose afsnittet). 
I takt med den stigende viden på området bliver definitionen af de to begreber paradoksalt nok 
mindre og mindre præcis: Definitionen af nekrose-lignende PCD har vist sig at være temmelig vag 
og ordet anvendes helst når det kan påvises at et tilfælde af celledød ikke er apoptotisk [Zong & 
Thompson, 2006]. Ligeledes dækker den oprindelige definition af apoptose i dag kun en af mange 
pathways inden for programmeret celledød (PCD).  
I er review deler Leist & Jäättelä PCD op i fire kategorier: Apoptose, apoptose-lignende PCD, 
nekrose-lignende PCD og nekrose. Hver af disse kategorier kan dække over flere pathways og er 
kun baseret på morfologiske karakteristika. Visse biokemiske omstændigheder knyttet til de 
forskellige former for celledød kan dog hjælpe til kategoriseringen.  
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Apoptose som værende den bedst kendte pathway indenfor PCD, involverer en række enzymer i 
den såkaldte caspasekaskade, hvor de nyopdagede apoptose lignende pathways er delvist eller helt 
caspase uafhængige.  
En betingelse for apoptotisk PCD er cellens evne til at producere energi under processen, da 
nedbrydningen af kromosom og celleorganer er ATP-afhængig. Således vil en celle med 
disfunktionel ATP produktion undergå nekrotisk celledød. Ligeledes vil en celle i apoptose undergå 
nekrose-lignende PCD hvis den undervejs løber tør for energi [Leist et al., 1997]. Programmeret 
celledød findes derfor i mange afskygninger alt efter hvor langt cellen er nået i sin autolyse. 
Hvor nekrose-lignende PCD ofte beskrives som en passiv form for celledød forårsaget af kraftige 
fysiologiske påvirkninger, som varme, kulde eller ekstreme pH- værdier, tyder nyere 
forskningsmateriale på at visse former for nekrose-lignende PCD er kontrollerede, da de har 
fællestræk med programmeret celledød [Proskuryakov et al., 2002; Zong & Thompson, 2006]. Ofte 
konstateres det, at stimulanser som ved små mængder fører til apoptose, medfører nekrose-lignende 
PCD ved større mængder [Leist et al., 1997]. Herunder kan nævnes Ca2+ og reaktive oxygen 
radikaler (ROS).      
Zong & Thompson opstiller endda hypotesen at nekrose-ligende PCD kan være fordelagtigt for 
cellen. Motivet for en multicellulær organismes valg af nekrose-ligende PCD frem for apoptose 
skulle være alarmering af immunsystem og repairmekanismer som forsvar mod alvorlige skader.   
Uanset det eventuelle formål med nekrose-ligende PCD, synes en celles skæbne ved programmeret 
celledød at være afgjort på mitokondrielt niveau. Om cellens død bliver apoptotisk eller nekrotisk 
afgøres senere i processen som funktion af ATP niveau og caspase aktivering [Leist & Jaattela, 
2001]. 
 
Følgende kapitel om programmeret celledød indbefatter kun de facetter af emnet, som har 
umiddelbar relevans for vores problemstilling. Således har vi udvalgt pathways, der kan relateres til 
leverskader og hvori heat-shock proteiner har en rolle at spille.  
 
Apoptose er en nødvendighed for opretholdelse samt udvikling af multicellulære organismer [Leist 
& Jaattela, 2001]. Apoptose udføres af intracellulære proteaser kaldet caspaser, og aktiveres 
gennem en række stimuli, der overordnet set vil medføre en caspase aktivering, spaltning af caspase 
substrater og efterfølgende celledød [Roth & Reed, 2002]. Der eksisterer to forskellige pathways for 
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apoptose betegnet den indre pathway (eng.intrinsic pathway) og den ydre pathway (eng. extrinsic 
pathway), disse pathways er ligeledes benævnt som henholdsvis den mitokondriel betingede 
apoptose (eng. mitochondrial dependent apoptosis) og døds aktiverende ligand afhængig apoptose 
(eng. death ligand dependent apoptosis)[Chen & Wang, 2002]. Der kan imellem de to pathways, 
forekomme indbyrdes stimuli, hvilket vil bevirke en gensidig regulering af den pågældende 
pathways respektive molekylære mekanismer. 
 
Vi vil i dette afsnit søge at beskrive de tre ovenstående aspekter af apoptose - den ydre pathway, 
den indre pathway, samt nekrose-ligende PCD lignende celle stadier. Derudover vil reguleringen af 
de respektive pathways blive gennemgået – herunder også regulering induceret af Hsp. 
 
2.1 Døds aktiverende ligandafhængig apoptose 
Den ydre pathway bliver aktiveret gennem såkaldte døds aktiverende ligander og deres 
korresponderende døds aktiverende receptorer (DR). De døds aktiverende ligander tilhører Tumour 
Necrosis Factor (TNF) familien [Fulda & Debatin, 2006]. TNF familien er en gruppe 
cytomembranale proteiner med et karakteristisk højt antal gentagne cysteine-sekvenser på den 
extracellulære side, kaldet D-domænet (eng. death domain) [Chen & Wang, 2002]. De 
receptor/ligand-komplekser der kan lede til apoptose er: TNF-R1 (tumour necrosis factor receptor 
1), Fas og TRAIL-R2, TRAIL-R1 (receptorer) i kompleks med hhv. TNF-α, FasL og TRAIL 
(ligander) [Yin & Ding, 2003]. 
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2.1.1 Adaptor-molekyler og dannelse af DISCs 
 
Figur 2: Ovenstående figur skitserer den overordnede sammenhæng imellem dødsligand (TNF-α, FasL og 
TRAIL), dødsreceptor (Fas og TRAIL-R2, TRAIL-R1 ) og deres respektive adaptor-molekyle (FADD, TRADD 
og Daxx). Adaptor-molekylerne optages på baggrund af en trimerisation af de respektive dødsreceptorers 
dødsdomæner (DD). 
Gennem optagelse af deres respektive ligander, vil de pågældende DR undergå en trimerisation, 
hvilket vil medføre en optagelse af såkaldte adaptor-molekyler. Adaptor-molekylerne omfatter 
blandt andet proteinerne Daxx, FADD og TRADD, og disse binder sig gennem homofile 
interaktioner til den trimeriserede form af deres korresponderende DR (se Tabel 1). Det bundne 
adaptor protein vil efterfølgende optage og oligomerisere en indledende caspase (2.1.1.) og 
tilsammen udgøre et såkaldt DISC (death inducible signaling complex). Efter dannelsen af DISC 
følger flere varierede pathways – begge med celledød samt fagocytering til følge. Hvilken af de 
respektive pathways cellen vil undergå afhænger af hvilken DR der indgå i DISC. 
 
Receptor Ligand Adaptor-molekyle 
Fas FasL FADD / Daxx 
TRAIL-R1 TRAIL FADD / TRADD 
TNF-R1 TNFα TRADD 
Tabel 1: Ovenstående figur viser sammenhængen imellem adaptor-molekylerne og deres korresponderende 
DR/ligand-komplekser. 
 
2.1.2 FADD induceret apoptose 
Efter dannelse af Fas/FasL-, eller TRAIL-R1/TRAIL-komplekset vil dette optage først, adaptor-
molekylet FADD, og efterfølgende enten procaspase-8, eller -10 der herved aktiveres, og således 
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danne et DISC. FADD induceret aktivering af procaspase-8/-10 kan føre til direkte kløvning, og 
dermed aktivering af procaspase-3. Dog kan aktiveringen procaspase-8/-10 også medføre en 
afkortelse af proteinet Bid således dette indirekte vil stimulere udsivning af cytokrom c fra 
mitokondrierne (se afsnit 2.2.1). 
 
 
Figur 3: Adaptor-molekylet FADD optager procaspase-8 som efterfølgende kløver Bid til tBid. tBid inducerer 
oligomeseringen af Bax/Bak som translokaliseres til mitokondriernes ydre membran og således inducerer 
udsivning af cytokrom c (cyt c). Cyt c danner et kompleks med Apaf-1 og dATP/ATP og danner tilsammen 
apoptosomet, der har til opgave at associere procaspase-9, og kløve procaspase-3. Dette vil medføre en kaskade 
af caspaser og efterfølgende lysering samt fagocytering af cellen. Translokaliseringen af Bax/Bak medfører at en 
række proteiner bliver udskilt fra mitokondriet: AIF opererer selvstændigt og har til opgave at påbegynde 
defragmentering det nukleare DNA, Bcl-2 og Bcl-XL inhiberer oligomeriseringen af Bax/Bak, Smack og 
DIABLO inhiberer de anti-apoptotiske IAPs der har til opgave at hæmme aktiveringen af hhv. procaspase-3 og 
procaspase-9. Derudover regulerer cFLIP apoptosen ved at konkurrere med procaspase-8 på substrat-niveau. 
Derudover er inhibitionen forsaget af de respektive Hsp’er også indraget.  
 
Regulering af FADD induceret apoptose 
Aktiveringen af procaspase-3 gennem caspase-8/-10 vil som oftest blive hæmmet af såkaldte IAPs 
(se afsnit 2.1.5). Derudover kan aktiveringen af procaspase-8/-10 blive hæmmet af endogene 
proteiner kaldet vFLIP (viral FLICE-inhibitory proteins). vFLIP binder sig til samme D-domæne 
som procaspase-8 og hindrer således optagelsen, og derved aktiveringen, af procaspase-8/-10. 
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vFLIPs homolog i mennesker går under betegnelsen cFLIP, og optræder i to forskellige former, en 
afkortet og en lang form. Den afkortede form af cFLIP ligner strukturen af caspase-8/-10, hvorimod 
den lange form har en række domæner tilfælles med caspase-8/-10, dog med et inaktivt enzymatisk 
site. Funktionen af cFLIP (lange form) samt vFLIP er overordnet set identisk, idet cFLIP også 
konkurrerer med caspase-8/-10 på receptor-niveau [Debatin, 2004]. 
 
2.1.3 TRADD og Daxx induceret apoptose 
TRADD induceret apoptose kræver ligesom den FADD inducerede apoptose, at en trimerisation af 
det pågældende DR/ligand-kompleks (se Figur 2) D-domæner er gået forud for en optagelse af 
adaptor-molekylet TRADD. TRADD induceret apoptose kan ligesom Fas/FasL og TRAIL-
R1/TRAIL induceret apoptose foregå gennem aktivering af FADD, og derved en aktivering af 
procaspase-8/-10. Hvordan TNF-R1/TNFα-komplekset aktiverer FADD er dog på nuværende 
tidspunkt stadigvæk et aspekt af apoptosen der søges belyst. Dog vides det at denne pathway er 
betinget af optagelsen af adaptor-molekylet TRADD. 
Udover aktiveringen af procaspase-8/-10 kan TRADD inducere en anden pathway der kan føre til 
apoptose. Denne pathway induceres gennem en TRADD betinget aktivering af TRAF2 (TNF 
receptor associated factor 2).  
TRAF2 kan aktivere feromonet ASK-1. ASK-1 aktiverer JNK (c-jun N-terminal kinase) samt p38  
MAPK. Aktivering af JNK og p38 inducerer en caspase kaskade der endeligt fører til lysering samt 
fagocytering af cellen. JNK fosforylerer p53 som fører til akkumulering af denne og medfører 
apoptose, men JNK kan også mediere apoptose uafhængigt af p53. I sin aktive form er JNK 
fosforyleret, mens defosforylering af JNK inaktiverer denne (2.1.5). Adaptor-molekylet Daxx følger 
samme pathway som TRADD – dog er Daxx induceret apoptose betinget af dannelse af DISC 
imellem Fas/FasL/Daxx. 
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Figur 4: Adaptor-molekylet TRADD aktiverer TRAF2 som efterfølgende aktiverer ASK1. Daxx kan også 
aktivere ASK1 direkte. ASK1 aktiverer JNK samt P38 hvilket vil føre til apoptose. TRADD kan derudover også 
mediere aktiveringen af såkaldte RIP proteiner. RIP aktiverer IKK komplekset  som inducerer 
transkriptionsfaktoren NFқB der inducerer ekspressionen af en lang række anti-apoptotiske proteiner. Hsps 
regulering er også inddraget. 
 
2.1.4 Hsp70 hæmmer aktiviteten af ASK1 
ASK1 er en kinase som agerer i JNK og p38 MAPK signaleringskaskader (2.1.5). Hsp70 er i stand 
til at forebygge ASK1-medieret apoptose. 
 
[Park et al., 2002] viste, at Hsp70 ekspresseret ved mildt heat shock i cellelinjen NIH 3T3 (Muse-
embryonisk fibroblastisk celle linje) eller ved transfektion med en ekspressionsvektor for humant 
Hsp70 (NIH 3T3-Hsp70 celler) hæmmede ASK1-aktivering ved induktion med H2O2 både i 
cellerne og in vitro. Hsp70 havde også en indflydelse downstream for ASK1, idet Hsp70 hæmmede 
aktiviteten af ASK1-substraterne MKK3, MKK6 og p38 ved induktion med H2O2, som ellers blev 
stimuleret i kontrolceller. Denne hæmning sås dog ikke in vitro, hvilket indikerer at den hæmmede 
aktivitet at ASK1-substraterne alene skyldes den hæmmede aktivering af ASK1. 
Det blev vist, at Hsp70 in vitro binder til 35S-mærket ASK1, men ikke MKK3, MKK6 og p38, 
hvilket yderligere indikerer at Hsp70 interagerer direkte med ASK1, og ikke upstream, og 
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undertrykker dennes videre signalering. Hsp70 hæmmer aktiviteten af ASK1 ved at hæmme dennes 
homo-oligomerisering og blokerer derved for videre interaktion med ASK1-substraterne MKK3 og 
MKK6. 
Tilsættelse af ASK1 C-terminalfragmenter ved immunoprecipitation af cellelysater, fra mildt heat 
shock behandlede NIH 3T3-celler, med anti-ASK1 antistof mindskede co-immunoprecipitationen 
med Hsp70. Dette indikerende at C-terminalen af ASK1 er involveret i den direkte interaktion med 
Hsp70. Hsp70∆PBD-mutanter 1var i stand til at binde til og hæmme aktivitet af ASK1 in vitro, 
modsat mutanterne Hsp70∆ABD 2og Hsp70∆N3. Dette antyder, at N-terminalen og ABD-domænet 
af Hsp70 vigtige for interaktion med ASK1, hvorimod PBD-domænet synes at være uden betydning 
i ASK1-medieret apoptose [Park et al., 2002].   
Det tyder på, at Hsp70 er en inhibitor af ASK1 ved at interagere direkte med denne og hæmme dens 
oligomerisering. Dette vil resultere i, at aktiviteten af ASK1 hæmmes og dermed dens evne til at 
inducere apoptose ved aktivering af JNK og p38 MAPK.  
 
Det er os desværre ikke muligt at fremvise visuel dokumentation for resultaterne fra [Park et al., 
2002], da disse er beskyttet via copyright loven – kun udprint af den fulde artikel er tilladt. 
 
2.1.5 Hsp70 undertrykker aktiviteten af stress-kinase JNK 
Volloch et al. [2000] viste, at når cellelinjen Rat-1 fibroblaster og varianten MVH, som har 
konstitutiv ekspression af Hsp70, blev udsat for en kraftig temperatur stigning (heat shock), 
resulterede det i at hhv. 80% og 30% af cellerne blev apoptotiske, mens niveauet af JNK-aktivering 
var omtrent den samme.  
Heat shock udført på Thermotolerante4 Rat-1 celler resulterede ligeledes ikke i reduktion af 
startniveauet af varme-induceret JNK aktivering. I MVH30 celler, som har en betydelig højere 
ekspression af Hsp70 end MVH celler, var startniveauet af JNK-aktivitet som følge af stærkt heat 
                                                 
 
 
1
 Celler manglende evnen til at syntetisere peptidbindings domænet i Hsp70 
2
 Celler manglende evnen til at syntetisere ATP-bindings domænet i Hsp70 
3
 Celler manglende evnen til at syntetisere N-terminalen i Hsp70 
4
 Celler ved forbehandling i form af kortvarig udsættelse for mildt heat shock, har fået induceret en øget ekspression af 
Hsp70 
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shock dog lavere. Dette indikerer, at Hsp70 er i stand til at hæmme apoptose men at proteinet, ved 
lavere koncentrationer, ikke har nogen indflydelse på selve start-niveauet af aktiveret JNK(start-
aktiveringen), men ved højere koncentrationer er i stand til at hæmme aktiveringen af JNK. 
Et mildere heat shock resulterede dog i forskellige niveauer af JNK-aktivering i hhv. Rat-1 celler, 
thermotolerante Rat-1 celler og MVH-celler. Dette tyder på, at effekten af Hsp70 på JNK-aktivering 
umiddelbart også afhænger af styrken af heat shock. 
Der skete en hurtigere reduktion af JNK-aktivitet i heat shock-inducerede MVH-celler og 
thermotolerante Rat-1 celler frem for Rat-1 celler. Dette indikerer, at Hsp70 er i stand til at mediere 
inaktivering af JNK-aktivitet. 
Defosforyleringen af JNK var bemærkelsesværdigt hurtigere i heat shock-behandlede MVH- og 
thermotolerante Rat-1 celler end Rat-1 celler. Hsp70 har altså en indflydelse på hastigheden af JNK 
inaktivering, men uden at undertrykke selve startaktiveringen af JNK, antydende at Hsp70 ikke 
interagerer direkte med JNK. 
 
Figur 5: Eksperimentet viser at startaktiveringen er uændret uanset hvilken celle/grad af thermotolerance der 
behandles. Koncentrationen af aktiveret JNK ser dog ud til at falde hurtigere for MVH-celler end Rat-1 celler, 
og hurtigere for celler med induceret Hsp70 udtryk på baggrund af behandling med heat shock over en periode 
på 30 min. end de celler der var behandlet med heat shock i 50 min [Volloch et al., 2000]. 
 
Ved at hæmme JNK fosfatase vha. ortho-vanadat 5 steg andelen af apoptotiske celler en smule i 
hhv. varme-stressede og vanadat-behandlede MVH celler (~20% og ~15%), se Figur 5. Dog viste 
                                                 
 
 
5
 En ikke-specifik fosfatase-hæmmer 
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vanadat-behandling af heat shock-stressede MVH celler en markant stigning af andelen af 
apoptotiske celler (~50%), samtidig med at inaktiveringen af JNK blev reduceret - i modsætning til 
JNK-aktiviteten i vanadat-behandlede ustressede celler (kontrol prøve), se Figur 6. Vanadat 
ophævede altså Hsp70s hæmmende effekt af heat-induceret apoptose hvilket indikerer, at Hsp70 
påvirker JNK fosfatase-aktiviteten ved at facilitere denne og derigennem accelerere 
defosforyleringen og derved deaktiveringen af JNK [Volloch et al., 2000]. 
 
Figur 6: Ortho-vanadat hæmmer thermotolerancen i celler med ekspression af HSP70. Cellerne blev udsat for 
heat shock (45°C, 50 min), og efterfølgende sat på vandbad (37°C) i en time. Herefter blev cellerne (van og 
HS+van) tilsat 0,5µM ortho-vanadat. Andelen (%) af celler der var gået i apoptose blev 7 timer efter 
behandlingen målt  [Volloch et al., 2000]. 
 
[Mosser et al., 2000] viste, at ATPase- og EEVD-mutanter var fuldt ud i stand til at hæmme JNK-
aktivering som følge af heat shock i samme grad som Hsp70, se Figur 7. Dette tyder på, at 
chaperone-effekten af Hsp70 derfor ikke nødvendig for undertrykke JNK-aktivering. C-terminal 
substitutionsmutanten6 Hsp70AAAA hæmmede aktivering af JNK, men uden at blokere for 
hastigheden af defosforylering.  
                                                 
 
 
6
 Mutanten Hsp70AAAA, hvor C-terminalsmotifet EEVD er blevet substitueret med AAAA 
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Figur 7: C-terminal substitutionsmutanten hsp70AAAA hæmmer aktiveringen af JNK uden at hæmme 
defosforylerings raten.  IMR90 fibroblastiske lungeceller blev inficeret af et adenovirus med en tetra-cyclin 
reguleret ekspressions kassette der koder for hele hsp70 (+Hsp70), samt en promoter (AdCMV-tTA). Derudover 
blev et antal af cellerne ligeledes inficeret med adenovirus indeholdende en promoter samt en tetra-cyclin 
reguleret ekspressions kassette der koder for hsp70, dog med dets C-terminal EEVD udskiftet med AAAA 
(+Hsp70-4AA).  Kontrol prøven (Control) fik på samme måde overført den hsp70 inducerende ekspressions 
kassette, men uden promoter. En prøve af hver af de behandlede celler (+Hsp70, +Hsp70-4AA og Control) blev 
udsat for heat shock (45°C, 30 min) og efterfølgende inkuberet ved 37°C med staurosporine 7. Celleprøverne blev 
udtaget efter hhv. 20 og 40 minutter. Derudover blev der taget prøver før inkuberingen (0 min.), og før heat 
shock behandlingen (Con). Der blev efterfølgende forberedt ekstrakter af de pågældende prøver, som indgik i et 
immunoblot [Mosser et al., 2000]. 
 
Ved mildere heat shock er Hsp70 altså i stand til at undertrykke heat-induceret startaktivering af 
JNK, mens det ved stærkere heat shock, vil være niveauet af Hsp70 i cellen der er afgørende for 
dennes evne til at undertrykke startaktivering af JNK. Hsp70 er dog stadig, ved lave 
koncentrationer, i stand til at accelerere JNK inaktivering. 
Hsp70 yder anti-apoptotisk effekt ved en accelereret JNK inaktivering, hvilket sker ved en 
faciliteret aktivitet af JNK fosfatase som defosforylerer JNK. 
 
 
Regulering af TRADD induceret apoptose 
Som alle andre apoptotiske pathways der bevirker en aktivering af procaspase-3, kan IAPs bevirke 
en nedregulering af caspase-3 aktivitet (se afsnit 2.2.9).  
Optagelse af TRADD og efterfølgende et andet molekyle med et cysteine rigt D-domæne kaldet 
RIP (receptor interacting protein). RIP er en dødsdomæne kinase (death domain kinase), som bliver 
rekrutteret i TNF-R1/TRADD receptorkomplekset medieret af TNFα. RIP fungerer som et 
antiapoptotisk protein idet det ved at aktivere transkriptionsfaktoren NF-κB kan inducere 
                                                 
 
 
7
 staurosporine er en protein kinase hæmmer (forhindrer i dette tilfælde at nye JNK-molekyler bliver fosforyleret) 
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aktiveringen af det såkaldte IKK kompleks8. Dette vil medføre at NF-κB inducerer ekspressionen af 
en lang række anti-apoptotiske proteiner.  
 
2.1.6 Hsp90 stabiliserer RIP  
GA (geldanamycin) er et anti-tumor middel som også er en inhibitor af Hsp90, idet det binder til 
Hsp90 og hindrer interaktionen mellem Hsp90 og andre proteiner. Geldampicin (GM) er en inaktiv 
analog til GA, som ikke hæmmer Hsp90. 
[Lewis et al., 2000] viste, at forbehandling af HeLa-celler med GA resulterede i, at NF-κB-
inhibitoren IκBα forblev på et stabilt niveau (bestemt ved Western blotting) efter tilsættelse af TNF, 
mens inhibitoren blev nedbrudt og langsomt vendte tilbage til normalt niveau i celler der ikke var 
forbehandlet, eller var blevet forbehandlet med GM. Tilstedeværelsen af GA hæmmede altså 
nedbrydningen af IκBα og som følge deraf også aktiveringen af NF-κB. Da GA er inhibitor af 
Hsp90 kunne det tyde på, at den forhindrede nedbrydning af IκBα skyldtes en manglende funktion 
udført af Hsp90. 
GA-behandling af HeLa-celler resulterede også i at det endogene niveau af RIP næsten forsvandt. 
Dette indikerer, at Hsp90 interagerer med RIP. Ved immunoprecipitation med anti-RIP antistof i 
HeLa-celleekstrakter blev Hsp90 co-immunoprecipiteret med RIP, hvilket understøtter en direkte 
interaktion mellem Hsp90 og RIP. 
                                                 
 
 
8
 IKK er et komplex bestående af tre subunits – IκB kinase-1, IκB kinase-2, samt det regulerende subunit IKKγ. 
Aktiveringen af IKKγ vil føre til en fosforylering af IκB, efterfulgt af dens nedbrydelse, hvilket vil medføre en 
frigivelse af NF-κB p50 og p65 dimere som vil inducere ekspressionen af anti-apoptotiske proteiner. 
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Figur 8: 4 petriskåle med HeLa-celler blev inkuberet i 8 timer, 2 af dem med 0,5 µM GA (Hsp90 hæmmer), og 2 
petriskåle forblev ubehandlede.  En af hver af de hhv. behandlede og ubehandlede kulturer blev efterfølgende 
behandlet med TNFα (10ng/mL) i 12 timer. Der blev derudover også foretaget samme procedure på 2 nye 
petriskåle – dog med behandling med GM (inaktiv homolog til GA) istedet for GA. Hver bar repræsenterer et 
gennemsnit af tre identiske eksperimenter, og værdierne er iht. til den andel af celler der spontant går i apoptose 
i de ubehandlede celler (under 5%). Figuren viser tydeligt at GA sammen med TNFα øger andelen af celler der 
er gået i apoptose [Lewis et al., 2000]. 
 
Interaktion imellem RIP og Hsp90 viste sig at være nødvendig for at opretholde både stabilitet og 
opløselighed af RIP før dets rekruttering til TNF-receptor. Behandling af HeLa-celler med 
kombinationen af GA og TNFα resulterede i 35% apoptotiske celler, mens behandling med GA 
eller TNFα alene resulterede i hhv. 4% og 7%. Dette indikerer, at RIP/Hsp90 association er 
essentiel for at RIP kan ændre TNF signal og hæmme apoptose [Lewis et al., 2000]. 
 
RIP bliver stabiliseret ved interaktion med Hsp90, og er i stand til at aktivere NF-κB medieret af 
TNF og modvirke den TNF-inducerede apoptose. Ved at hæmme effekten af Hsp90 med GA 
forhindres den RIP-inducerede NF-κB-aktivering ved at blokere for nedbrydningen af inhibitoren 
IκBα. 
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2.1.7 Hsp27 inhiberer Daxx 
Daxx er et adaptor-molekyle til dødsreceptoren Fas, som kan optage og aktivere Ask1, som leder 
videre til aktivering af JNK. Fas, Daxx og Ask1 danner et multiprotein-kompleks efter stimulering 
af Fas. 
 
 
Figur 9: Hsp27 interagerer direkte med Daxx vist ved GST pull-down assay. Daxx tilbageholdes af immobiliseret 
HuHsp27 (humant Hsp27) og GST-FasDD9. Ekstrakter fra 293-celler transfekteret med vektor der udtrykker 
humant Daxx blev inkuberet med de immobiliserede fusionsproteiner GST-FasDD, GST-HuHsp27 og GST 
[Charette et al., 2000].  
 
Charette et al. [2000] viste ved GST pull-down assay10, at Daxx fra ekstrakter af Daxx-
transfekterede 293-celler blev tilbageholdt af immobiliseret GST-HuHsp27, se Figur 9. Modsat blev 
HuHsp27 udtrykt i 293-celler tilbageholdt af immobiliseret GST-55.111. Disse resultater viser, at 
Hsp27 interagerer direkte med Daxx in vivo. 
                                                 
 
 
9
 Fusionsprotein bestående af gluthathione S-transferase (GST) og Fas dødsdomænet. 
10
 Pull-down assay er en in vitro teknik der bruges til at bestemme direkte protein:protein-interaktioner. Der anvendes et 
oprenset og mærket (eng. tagged) protein, såkaldt ’bait’ protein, som bruges til at fange og ’pull-down’ et protein der 
binder til dette, det såkaldte ’prey’. Ved GST pull-down assay anvendes et GST-mærket bait protein, hvortil GST er 
fusioneret. Assayet udføres ved først at immobilisere det mærkede (GST) bait protein ved binding til en affinitetsligand 
(gluthathione) som er specifik for mærket. Derefter vaskes for ubundet protein og udsættes for prey protein, hvorefter 
der igen vaskes for ubundet protein. Protein:protein-interagerende komplekser elueres og analyseres på SDS-gel. 
http://www.piercenet.com/Products/Browse.cfm?fldID=F3FD3612-415F-42A5-8922-736F9FDD36FB 
http://www.piercenet.com/Products/Browse.cfm?fldID=CAD5D96F-FBD3-4247-90E7-C1065B9D5630 
11
 55.1 er en klon af Daxx der indeholder aminosyrerne 472-740, der indeholder AAD-domænet (apoptosis activating 
domain) og FBD-domænet (Fas binding domain). 
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Ved immunoprecipitation af Hsp27 blev FBD12, men ikke AAD13 co-immunoprecipiteret. Dette 
indikerer, at Hsp27 interagerer med FBD-domænet af Daxx. 
HaHsp27-AA og HaHsp27-EE er fosforyleringsmutanter af Hsp27 fra en kinesisk hamster. 
HaHsp27-AA ekspresseres hovedsageligt som homo-multimer, mens HaHsp27-EE ekspresseres 
som dimer. Det blev vist ved GST pull-down assay og efterfølgende Western blotting, at HaHsp27-
EE fra ekstrakter fra 293-celler interagerede med Daxx-klonen 55.1 betydeligt mere effektivt end 
HaHsp27-AA. Dette indikerer, at den dimeriske form af Hsp27 interagerer med Daxx. 
 
 
Figur 10: Hsp27 konkurrerer med Fas og Ask1 i interaktion med Daxx vist ved GST pull-down assay og Western 
blotting. Ekstrakter fra Daxx-ekspresserende 293-celler (til venstre) eller Ask1-ekspresserende celler (til højre) 
inkuberet med hhv. immobiliseret GST-FasDD (t.v.) og GST-55.1 (t.h.). Ekstrakter blev inkuberet som det 
fremgår af input, altså enten alene (bane 2) eller med ekstrakter fra celler ekspresserende hhv. HaHsp27-WT, 
HaHsp27-AA og HaHsp27-EE (bane 3-5). Det nedre panel (Beads) viser GST-fusionsproteinerne. Tilbageholdt 
Daxx og Ask1 blev detekteret med antistoffer for de respektive molekyler. Tilstedeværelse af HaHsp27-WT eller 
HaHsp27-EE hæmmer mængden af tilbageholdt hhv. Daxx og Ask1 [Charette et al., 2000]. 
 
Det blev vist in vivo, at tilstedeværelsen af Hsp27 og Hsp27-EE hæmmede interaktionen af Daxx og 
Daxx-klonen 55.1 med hhv. FasDD og Ask1 (Figur 10, bane 2 vs. bane 3 og 5). Hsp27-AA viste 
derimod kun en lille påvirkning af denne interaktion (Figur 10, bane 4). Dette passer overens med, 
at det er den dimere form af Hsp27 der interagerer med Daxx, og at denne interaktion forhindrer 
Daxx i at interagere med både Fas og Ask1. 
Apoptose induceret ved ekspression af Daxx og Ask1, resulterede tilstedeværelse af hhv. Hsp27-
WT og Hsp27-EE en tilsvarende hæmning af celledød, mens Hsp27-AA kun ydede en lille 
                                                 
 
 
12
 Fas binding domain 
13
 Apoptosis activating domain 
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beskyttelse. SB20358014 er en inhibitor der resulterer i reduceret fosforylering af Hsp27 og dermed 
at wildtype Hsp27 vil forefindes på oligomerisk form. Tilstedeværelse af SB203580 resulterer i, at 
Hsp27 ikke hæmmer Daxx/Ask1-induceret apoptose. Disse resultater underbygger, at det er den 
fosforylerede dimeriske form af Hsp27 der er i stand til at blokere Daxx-medieret apoptose. 
Ved immunofluorescens mikroskopi, med anti-Daxx antistof og farvning af kernen, blev det vist, at 
Daxx hovedsageligt fandtes i kernen. Ved stimulering med Fas blev Daxx translokeret til 
cytoplasmaet. Ekspression af Hsp27 og Hsp27-EE, men ikke Hsp27-AA, blokerede for Fas-
medieret translokation af Daxx til cytoplasmaet. Dette antyder, at Hsp27 i sin dimere form hæmmer 
Daxx-medieret apoptose ved at blokere translokation af Daxx fra kernen til cytoplasmaet [Charette 
et al., 2000]. 
 
Hsp27 i sin fosforylerede dimeriske form men ikke sin ufosforylerede multimeriske form 
interagerer med Daxx og forhindrer derved dennes interaktion med Ask1 og Fas. Således blokeres 
Daxx-medieret apoptose. 
 
2.1.8 Lysosom induceret apoptose  
En lang række stimuli, heriblandt TNFα/TNF-R1 samt Fas/FasL og TRAIL-R1/TRAIL, kan 
medføre en lysosomal udskillelse af cysteine cathsepsiner15 til cellens cytosol. Udskillelse af disse 
lysosomale enzymer vil medføre en øget permabilitet af mitokondriernes ydre membran, hvilket 
som oftest vil medføre apoptose. 
 
                                                 
 
 
14
 SB203580 er specifik inhibitor af p38, og hæmmet aktivitet af denne resulterer i reduceret aktivitet af MAPKAP 
kinase 2 aktivitet og dermed også reduceret niveau af fosforylering af Hsp27. 
15
 Proteolytisk enzym 
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Figur 11: TNFα-medieret apoptose kan medføre apoptose via FADD. Ved optagelsen af TRADD aktiveres 
FADD som efterfølgende aktiverer procaspase-8. Caspase-8 inducerer øget permabilitet i lysosomet, hvilket 
medfører udsivning af cathepsin B fra lysosomet. Cathepsin B inducerer udsivning af cytokrom c (cyt c) fra 
mitokondriet, som efterfølgende udgør apoptosomet sammen med Apaf-1, dATP/ATP og caspase-9. 
Apoptosomet kløver procaspase-3 og igangsætter herved en kaskade af caspaser der vil føre til lysering af cellen, 
og efterfølgende fagocytering af samme. 
 
2.1.9 Hsp70 inhiberer lysosomal-medieret apoptose 
Nylandsted et al. [2004] påviste ved en række forsøg, at Hsp70 inhiberer apoptose i tumorceller 
ved, at forhindrer lysosome membran permeabilisering (LMP). 
Ved første forsøg blev Hsp70 fjernet fra tumorceller med transfektion af antisenseHsp70 (asHsp70) 
hvilket resulterede i celledød.  
Desuden blev der undersøgt hvorvidt zFA (cathepsin inhibitor) og zVAD (caspase inhibitor) havde 
en beskyttende effekt mod celledød i tumorceller behandlet med asHsp70.  
Ud fra resultaterne kunne det ses at zFA beskyttede cellerne mens zVAD beskyttede cellerne ved 
høj koncentration. Af dette kan det siges, at Hsp70 udfører sin beskyttende effekt ved enten direkte 
interaktion med cathepsin eller ved LMP. 
Dette blev undersøgt ved at bestemme cathepsin aktiviteten i WEHI-S murin fibrosarcoma (eng. 
murine fibrosarcoma) cellelysat. Lysatet blev tilsat koncentrationer af Hsp70, zFAog zVAD.  
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Det kunne ses at Hsp70 ikke havde nogen effekt på cathepsin aktiviteten mens 1 µM zFA og 100 
µM zVAD forhindrede cathepsin aktiviteten. Hsp70 må altså have en effekt der interagere på LMP. 
Efterfølgende blev det fastslået med immunstoffer (eng. antibodies) mod cathepsin og efterfølgende 
konfokal (eng. confocal) microskopi billeder, at cathepsinerne spreder sig ud i cytosolen ved 
mangel på Hsp70. 
 
Der blev foretaget et forsøg med fire typer iMEF celler (Murine embryonic fibroblasts). To 
wildtype (iMEF wt-1 og wt-5) og to Hsp70 transgene typer (iMEF hsp-3 og -4). Det blev vist med 
immunoblot, at koncentrationen af Hsp70 er mindre i iMEF end i humane cancer celler. Som døds 
stimuli blev der anvendt TNF med cycloheximid (CHX), etoposid16 og Fas ligand med CHX.  
Det blev påvist at Hsp70 gav beskyttelse mod TNF med CHX og etoposid, men ikke mod FasL med 
CHX.  
 
Det vides at Hsp70 findes både i cytosolen og som proteiner bundet til cellemembranen. Derfor 
undersøges det, om Hsp70 også findes i en form der er bundet til lysosom membranen. Ved hjælp af 
antistoffer blev CX2 colon carcinoma celler opdelt i to cellestammer med en fluorescens -associeret 
celle sorteringsmaskine (eng. fluorescence-associated cell sorter) der sorterede cellerne efter 
forekomsten af membran bundne Hsp70 (CX+) og celler uden (CX-). På Figur 12 ses billeder fra en 
immuno-elektron mikroskopi. CX+ cellerne som ses på billede A, viser højt niveau af 
membranbundne Hsp70 til membranerne i vacuole strukturer i cellen.  
                                                 
 
 
16Topoisomerase, et enzym der kan ændre DNA strengens rotering ved klipning af den ene eller begge DNA strenge. 
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Figur 12: Immuno-elektron mikroskopi af CX2 colon carcinoma celler med antistoffer mod membranbundet 
Hsp70 (A), co-farvet med anti cathepsin D (B – D) i CX+ celler der har udvisst stor Hsp70, cellemembran 
aktivitet (A – C) og CX- celler (D). 
 
På B og C er der foretaget farvning af cathepsin D sammen med Hsp70. Det kan ses at cathepsin D 
befinder sig samme sted som Hsp70 i intracellulære vesicler på CX+ celler. Der kan ikke ses nogle 
Hsp70 på CX- cellerne (Figur 12 D).  
Cellerne blev fraktioneret og ud fra dette kunne fordelingen af Hsp70 og cathepsin B i cellen findes. 
Se Figur 13.  
 
Figur 13: Immunoblotting af Hsp70 og Cathepsin B I iMEF-hsp4 celler. Cyt: cytoplasm, HM: Heavy membrane, 
LM: Light membrane (herunder lysosom membranen), S-LM: LM supernatant. 
 
Permeabiliseringen af den lette membran resulterede i frigivelse af cathepsin B mens Hsp70 blev i 
membrandelen ved fraktioneringen. Derfor kan antages at Hsp70 er bundet til lysosom membranen. 
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Med beliggenheden af Hsp70 bestemt til lysosom membranen, blev effekten af Hsp70 på lysosomet 
undersøgt. Lysosom volumen blev undersøgt med flowcytometri farvet med acridine orange 
(lysosomotrofisk base) der samler sig i det syrlige område af lysosomets indre. Lysosom 
volumenerne blev fundet til at være 2,13 i CX+ celler i forhold til CX- celler, 1,89 i WEHI-hsp-2 
over WEHI-v2 og 1,77 i iMEF-hsp4 over iMEF-wt5 celler. De større lysosomer er med til at 
indikere, at Hsp70 bidrager til en større stabilitet i lysosom membranen.  
 
Til sidst blev lysosom stabiliteten i CX+ og CX- celler udsat for oxidativ stress i form af H2O2, 
fotolyse (eng. photolysis) med blåt lys (450-500 nm) og γ-stråling. Lysosomerne blev farvet med 
acridine orange og permeabiliteten blev målt på emissionen af fluorescens. Overlevelsesraten (eng. 
viability) blev bestemt ud fra MTT release assay og skader som følge af γ-stråling blev målt med 
annexin V17. 
Resultaterne kan ses på Figur 14.   
 
Figur 14: Undersøgelse af lysosom stabilitet i CX2 celler med membranbundet Hsp70 (CH+) og uden (CH-). 
 
Det ses at CX+ generelt er mere resistent end CX-. Ved H2O2 ses en forøgelse af fluorescens på 
28.5, 43.75 og 37.5 % i CX- celler i forhold til CX+ celler ved henholdsvis 150, 300 og 750 µM 
H2O2 (1). Ligeledes ses der en op til trefoldig stigning i antal overlevende celler ved H2O2 (2) og en 
                                                 
 
 
17
 Annexin V binder sig til negativt ladet phospholipidoverflader. 
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stigning af annexin V på 70%  i CX- celler ved γ-stråling (3). CX+ udviste også derudover også 
resistens overfor blåt lys.    
 
Forsøgsrækken har herved vist at Hsp70 er nødvendig for tumor cellers overlevelse, da inhiberingen 
af Hsp70 med asHsp70 medførte celledød. Udover dette blev det vist, at lysosom membranbundet 
Hsp70 er med til at stabilisere tumorceller og forhindre celledød som resultat af cathepsin udslip fra 
lysosomet. Dette gør dem mere resistente overfor oxidativ stress, stråling og fotolyse ved, at 
forhindre lysosom membran permeabilisering induceret af TNF og etoposide. Herved er belæg for 
at kræftceller kan undgå celledød ved LMP ved at øge niveauet af Hsp70.  
Forsøgene viser derudover at Hsp70 skal være bundet til membranen i lysosomer for at have effekt.  
 
2.2 Mitokondriel betinget celledød  
Den indre apoptose pathway iværksættes via en lang række stimuli, blandt andet som resultat af 
produktion af oncogener, skader på DNA [Riedl & Shi, 2004] samt manglen på hormoner eller 
vækst faktorer [Yin & Ding, 2003]. Den mitokondriel betingede apoptose reguleres overordnet set 
af proteiner tilhørende Bcl2-familien (B-cell Leukemia/Lymphoma 2)[Roth & Reed, 2002]. Bcl-2 
familien omfatter både anti-apoptotiske proteiner såsom Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w og Mcl-1 såvel som 
de proapoptotiske proteiner Bax, Bak og Bad. Derudover omfatter Bcl-2 familien ”eng:BH3 
domain-only” molekylerne Bid, Bim (et protein tilknyttet mikrotubili), PUMA og NOXA (proteiner 
induceret af p53), som er ansvarlige for at kæde den ydre apoptose pathway med den indre pathway 
[Debatin, 2004]. 
 
2.2.1 Bid og Bax/Bak 
Mitokondriel betinget apoptose aktiveres til dels af proteinet Bid, der undergår en proteolytisk 
kløvning gennem caspase-8. Der dannes således en afkortet form af Bid kaldet tBid (truncated Bid). 
Proteinet tBid binder sig efter kløvningen til Bax (eller Bak) som herved undergår en homo-
oligomerisation. Bax er et protein med flere domæner, der under normale omstændigheder befinder 
sig i cellens cytoplasma. Man har gennem længere tid ment at Bax dannede en pore-lignende 
struktur med VDAC i den ydre mitokondrielle membran, (voltage dependent anion channel) der 
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således fremmede udsivning af cytokrom c (cyt c) – en central begivenhed i den indre apoptose 
pathway.  
Derudover inducerer Bax udskillelse af de apoptotiske proteiner Smack og DIABLO, fra 
mitokondrierne [Roth & Reed, 2002], samt det caspase-uafhængige dødseffektor (eng. death-
effector) protein AIF (apoptotic inducing factor) der efterfulgt udskillelsen fra mitokondrierne, 
opererer selvstændigt, og har til opgave at påbegynde DNA-fragmentation. 
 
2.2.2 Hsp70 interagerer med AIF (apoptosis inducing factor) 
I et cellefrit system tilsat AIF og Hsp70 eller Hsc70, faldt det nukleare DNA-tab ved stigende 
koncentration af hhv. Hsp70 og Hsc70, indikerende at både Hsp70 og Hsc70 er i stand til at 
modvirke effekten af AIF-aktivitet. Ved immunoprecipitation i U937 (Human leukemic monocyte 
lymphoma cell line) celleekstrakter co-immunoprecipiterede Hsp70 med AIF, hvilket antyder at 
Hsp70 interagerer direkte med AIF. Da der ikke var tilsat ATP, må denne interaktion ikke være 
ATP-afhængig. 
ME-180-celler (human, Caucasian, cervix, carcinoma, epidermoid) blev transfekteret med hhv. wt-
Hsp70 og deletionsmutanter, hvor hhv. peptid-bindingsdomænet (Hsp70∆PBD) og ATP-
bindingsdomænet (Hsp70∆ABD) var blevet fjernet. Ved transfektion med AIF i disse celler, var det 
kun wt-Hsp70 og Hsp70∆ABD der var i stand til at hæmme den apoptotiske effekt induceret af 
AIF, hvilket indikerer, at domænet for ATP-binding ikke er nødvendig for Hsp70s evne til at 
hæmme AIF-induceret apoptose, hvilket passer i overensstemmelse med at interaktionen ikke er 
ATP-afhængig in vitro. Dette understøttes af, at Hsp70∆ABD immunoprecipiterede med AIF i 
samme grad som wt-Hsp70. Derimod resulterede deletion af domænet for peptidbinding, at 
Hsp70∆PBD mistede evnen til at hæmme AIF-induceret apoptose og Hsp70∆PBD var heller ikke i 
stand til at co-immunoprecipitere med AIF, hvilket antyder, at peptidbindingsdomænet er 
nødvendig for Hsp70s direkte interaktion med og hæmning af AIF [Ravagnan et al., 2001]. 
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Figur 15: Hsp70 er afhængig af PBD (peptidbindings domænet) for at kunne interagere med AIF. Figuren viser 
omfanget af celledød (%), målt til 3 forskellige tidspunkter (0, 24 og 48 timer). Eksperimentet blev udført på 
ME-180 celler transfekteret med hhv. wt-hsp70 (HSP70), hsp70 med deletion af ATP-bindings domænet 
(HSP70∆ABD) samt hsp70 med deletion af PBD (HSP70∆PBD) [Ravagnan et al., 2001]. 
 
Det tyder på, at Hsp70 er i stand til at interagere direkte med AIF resulterende i negativ regulering 
af apoptose. For denne interaktion kræves PBD-domænet af Hsp70, mens ATP-domænet er uden 
betydning (se Figur 15). 
 
2.2.3 Hsp70 forhindrer Bax translokation 
Translokation af Bax fra cytoplasmaet til den ydre mitokondrielle membran i den mitokondrielle 
pathway af apoptose, sker på baggrund af en konformationsændring og oligomerisering af Bax der 
fører til at membranen bliver permeabel. Hsp70 har vist sig at være i stand til at forhindre 
translokation af Bax til den mitokondrielle membran og fungere 
PErTA70 er en cellelinje der stammer fra den humane lymphoblastic T cellelinje PEER, og som har 
tetracyclin-reguleret ekspression af Hsp70. Stankiewicz et al. [2005] viste ved immunoprecipitation 
med konformationsspecifik anti-Bax-antistof, at PErTA70-celler induceret til Hsp70-ekspression 
efter udsættelse for heat shock havde et langt mindre niveau af Bax i konformationen i stand til 
membranindsætning end ikke-inducerede celler. Ved Western blotting af opløselige- og 
membranfraktioner, for at undersøge Baxs association med den mitokondrielle membran, blev det 
vist at i kontrolceller samt celler der var induceret til Hsp70-ekspression og efterfølgende udsat for 
heat shock fandtes Bax i den opløselige del. Derimod blev Bax fundet i den mitokondrielle del i 
celler udsat for heat shock, som ikke var induceret til Hsp70-ekspression. Dette indikerer, at Hsp70 
forhindrer translokation til den ydre mitokondrielle membran ved at forhindre den 
konformationsændring af cytosolisk Bax der er nødvendig for denne indsættelse. 
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PErTA70-celler induceret til ekspression af Hsp70 viste en reduceret koncentration af Bax-
oligomerer efter heat shock end ikke-inducerede (i ikke-stressede kontrolceller var Bax 
monomerisk). Dette antyder, at Hsp70 hæmmer oligomerisering af Bax og på den måde dens 
translokation. 
Immunoprecipitation af celleekstraker med hhv. Hsp70- og Bax-antistof viste, at Hsp70 og Bax 
ikke co-immunoprecipiterer med hinanden, hvorfor Hsp70 ikke interagerer direkte med Bax in 
vitro.  
Ekspression af mutanten Hsp70∆ATPase i PErTA70∆ATPase-celler udsat for heat shock var ikke i 
stand til at forhindre translokation af Bax (se Figur 16), hvilket antyder, at ATPase-domænet af 
Hsp70 er påkrævet for at hæmme translokation af Bax [Stankiewicz et al., 2005]. 
 
Figur 16: Hsp70 forhindrer translokalisation af Bax fra cytoplasma til den ydre mitokondrielle membran – 
betinget af ABD.  De to figurer viser et forsøg udført på celler med hhv. inaktivt ABD (Hsp70∆ATPase) og aktivt 
ABD (Hsp70). Cellerne optræder i to stadier – ikke induceret til ekspression af Hsp70 (OFF), og induceret til 
ekspression af Hsp70 (ON). Målingerne af den translokaliserede fraktion af Bax (%) blev (43°C, 60 min) taget til 
tiderne 0 timer (HS/0) og 6 timer (HS/6) efter heat shock – tiderne indikerer hvor længe prøverne er blevet 
inkuberet efter behandling med heat shock (43°C, 60 min). Derudover blev målingerne udført på en ubehandlet 
kultur (C) [Stankiewicz et al., 2005]. 
 
Hsp70 interagerer ikke direkte med Bax, men er alligevel i stand til at hindre dennes translokation 
til den ydre mitokondrielle membran ved indirekte at hæmme oligomerisering af Bax, hvilket 
kræver ATPase-domænet af Hsp70. Den hæmmede translokation af Bax resulterer i, at også 
cytokrom c frigivelse bliver hæmmet, og derved hæmmer Hsp70 mitokondrielt betinget apoptose. 
 
Regulering af Bid og Bax/Bak 
De førnævnte anti-apoptotiske proteiner Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w og Mcl-1 interagerer alle med Bak og 
Bax, ved at hindre deres oligomerisation. Bcl-2 og Bcl-XL udviser anti-apoptotiske egenskaber ved 
at isolere (eng. sequestere) BH-3 domænerne således at Bax og Bak ikke kan aktiveres og 
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translokaliseres til mitokondriernes ydre membran. Derudover kan Bcl-2 og Bcl-XL direkte påvirke 
udsivning af Cyt c ved at påvirke VDAC og PTCP (permeability transition pore complex). 
Mcl-1 danner et komplex med Bak/Bax og hindrer derved deres evne til pore dannelse i 
mitokondriernes ydre membran.  
 
Proteinet Ku70, som også er aktivt i reperationer af DNA-skader via NHEJ (nonhomologous end 
joining) pathway, kan også danne komplex med Bax – efter påbegyndt apoptose acetyleres Ku70s 
lysine domæner og Bax frigives herved.  
DNA-skader kan inducere det apoptotiske protein p53. p53 kan ligesom tBid direkte aktivere Bax. 
Ydermere inducerer p53 proteinerne NOXA og PUMA som danner kompleks med Bcl-2 og Bcl-XL 
således disse ikke kan regulere apoptosen.   
 
2.2.4 Cytokrom c 
Cytokrom c befinder sig under normale omstændigheder bundet til den negativt ladede 
phospholipid cardiolipin i den indre mitokondrielle membran. Her fungerer den som henholdsvis 
oxidator og reduktator imellem elektrontransport kædens kompleks henholdsvis III og IV. 
Eksperimentelle undersøgelser har vist at cardiolipin-bundet cytokrom c kan katalysere en 
peroxidation af cardiolipin og efterfølgende frigivelse af cytokrom c til det intermembranale rum 
[Gogvadze et al., 2006]. 
Efter udskillelsen af cytokrom c fra cardiolipin følger translokationen af cytokrom c fra det 
intermembranale rum til cytosolet. Som nævnt tidligere spiller Bax her sandsynligvis en afgørende 
rolle, til trods for manglende viden indenfor denne molekylære mekanisme. Cytokrom c interagerer 
med C-terminalen WD40 på Apaf-1 (apoptotic-protease-activating factor 1), som efterfølgende 
binder sig til dATP eller ATP. Disse ATP baserede komplekser danner tilsammen Apoptosomet (se 
Figur 17), som består af 7 ATP/dATP-bundne Apaf-1 proteiner med hvert 1 cytokrom c molekyle 
associeret [Jiang & Wang, 2004].  
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Figur 17: Dannelse af apoptosomet og aktivering af procaspase-3. Apoptotisk stimuli, herunder aktivering af 
Bax via tBid, resulterer i udsivning a cytokrom c fra det intermembranale rum i mitokondrierne. Cytokrom c 
associeres til Apaf-1 som efterfølgende binder sig til enten dATP eller ATP. Cytokrom c/Apaf-1/(dATP/ATP)-
komplekserne bindes til hinanden 7 af gangen, hvilket udgør apoptosomet. Apoptosomet optager og aktiverer 
herved procaspase-9, som efterfølgende kløver og aktiverer procaspase-3 [Jiang & Wang, 2004]. 
 
 
 
2.2.5 Hsp27 interagerer med cytokrom c 
Ved induktion af apoptose med anticancerstoffet etoposid ses en mindre andel af apoptotiske celler i 
hsp27-transfekterede U937-celler (U937/Hsp27) i forhold til kontrolceller. Forbehandling med heat 
shock resulterer ligeledes i en reduktion af apoptotiske celler [2000; Garrido et al., 1999]. Dette 
vidner om, at overekspression af Hsp27 regulerer apoptose negativt, idet celler der udtrykte Hsp27 i 
respons til stress viste en mindre andel apoptotiske celler. 
Panday et al. [2000a] viste, at øget niveau af Hsp27 i cellecytosoler med cytokrom c og dATP 
medførte en mindre aktivitet af caspase-3-aktivitet, hvorfor Hsp27 må have en hæmmende effekt på 
denne aktivering. 
Aktivering af procaspase-2, -3, -6, -7, -8 og -9 blev induceret af cytokrom c og dATP i cellefri 
ekstrakter fra U937, mens tilsvarende forsøg med U937/Hsp27 i alle tilfælde resulterede i en 
forsinkelse af denne proces [Bruey et al., 2000]. Garrido et al. [1999] viste at kløvning af 
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procaspase-3 og procaspase-9 blev hæmmet, samt at niveauet af procaspase-2 og -8 faldt ved 
etoposid-induktion i U937/Hsp27 modsat U937-celler. Disse resultater indikerer, at Hsp27 hæmmer 
apoptose ved at forhindre aktivering af en eller flere af disse caspaser, sandsynligvis som minimum 
en indledende caspase som er i stand til at aktivere de andre caspaser.  
Granzyme-B18 var i stand til at aktivere caspaser i cellefri ekstrakter med overekspresserende Hsp27 
i samme grad som i kontrolceller. Derimod resulterede tilstedeværelse af hhv. cytokrom c og dATP 
i cellefri ekstrakter med Hsp27 i, at procaspase-3 og -9 ikke blev aktiveret [Bruey et al., 2000]. 
Immunodepletion af Hsp27 fra U937 cellefri ekstrakter øgede cytokrom c/dATP-afhængig aktivitet 
af hhv. caspase-3 og caspase-9 [Garrido et al., 1999]. Dette indikerer, at Hsp27 forhindrer 
cytokrom-c-medieret aktivering af procaspase-9, og dermed også dennes substrat procaspase-3, ved 
interaktion med cytokrom c i den mitokondrielt betingede apoptose pathway.  
 
 
Figur 18: Hsp27 interagerer direkte med cytokrom c. U937 lysater fra hhv. ubehandlede kontrolkontrolceller 
(control), heat shock-behandlede celler (control+HS) og Hsp27-transfekterede celler (Hsp27), blev 
immunodetekteret for cytokrom c (Cyt), Apaf-1, caspase-9 og caspase-3 hhv. med og uden forudgående 
immunoprecipitation af Hsp27 (IP Hsp27). Her co-immunoprecipiterede cytokrom c med Hsp27,  
 
Ved immunoprecipitation af Hsp27 i cellelysater blev cytokrom c co-immunoprecipiteret, men ikke 
procaspase-3, procaspase-9 eller Apaf-1 (Figur 18), hvorfor Hsp27 må interagere direkte med 
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 aktivator af de fleste procaspaser 
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cytokrom c. Kun holocytokrom c, men ikke cytokrom c uden hæm eller hæmoglobin, var i stand til 
at co-immunoprecipitere med Hsp27 i cellefri ekstrakter tilsat hhv. cytokrom c, cytokrom c med 
manglende hæm-del eller hæmoglobin, hvilket antyder at hæm-delen af cytokrom c er krævet for 
interaktionen med Hsp27. 
Cellefri ekstrakter fra hhv. U937/Hsp27 og kontrolceller blev behandlet med cytokrom c og dATP. 
Disse blev immunoprecipiteret med anti-Apaf-1 og efterfølgende immunoblottet med anti-caspase-9 
antistof, hvor der kun sås procaspase-9 i kontrolceller. Dette vidner om, at Hsp27 hæmmer 
dannelsen af apoptosomet ved at hæmme binding af Apaf-1 til cytokrom c og procaspase-9. 
Ved co-immunoprecipitation med Hsp27 deletionsmutanter og cytokrom c, var mutanter der 
manglede aminosyrerne 51-88 af N-terminalen regionen, cystein 137 og α-crystallindomænet af 
Hsp27 ikke i stand til at co-immunoprecipitere med cytokrom c og de havde heller ikke evnen til at 
hæmme aktivering af caspase-3 og caspase-9 og som resultat heller ej etoposid-medieret apoptose. 
Derimod var alle andre mutanter i stand til at binde til cytokrom c med samme effektivitet som wt-
Hsp70 [Bruey et al., 2000]. Disse resultater antyder, at de omtalte regioner af Hsp27 er essentielle 
for heat shock proteinets interaktion med cytokrom c og er dermed påkrævet for Hsp27-medieret 
antiapoptitisk effekt. 
 
Hsp27 er negativ regulator af mitokondrielt betinget apoptose og yder antiapoptotisk effekt ved at 
binde til cytokrom c, hvor hæm-delen af cytokrom c samt N-terminalen, cystein 137 og α-
crystallindomænet af Hsp27 er afgørende for denne direkte interaktion, som hæmmer dannelsen af 
apoptosomet. 
 
2.2.6 Hsp70 hæmmer udsivning af cytokrom c  
Creagh et al. [2000] viste, at H2O2-medieret apoptose blev hæmmet i Hsp70-transfekterede Jurkat 
celler. Caspase-3 aktiviteten var reduceret i lysater fra Hsp70-ekspresserende Jurkat celler i forhold 
til kontrolceller, der forinden var inkuberet med H2O2. Dette indikerer, at Hsp70 hæmmer H2O2-
medieret apoptose upstream for caspase-3 aktivering. 
Hsp70-transfekterede Jurkat celler var i stand til at opretholde det mitokondrielle 
membranpotentialet, ∆Ψm, efter H2O2-induceret apoptose, modsat Jurkat celler transfekteret med en 
  
 
  - 36 - 
 
 
tom vektor. Dette antyder, at Hsp70 er i stand til at yde antiapoptotisk effekt i mitokondrier, eller 
upstream for disse. 
 
 
Figur 19: Hsp70 hæmmer cytokrom c frigivelse fra mitokondrier. Jurkat celler transfekteret med hhv. Hsp70 
(V6) eller tom vektor (G5) blev inkuberet med H2O2 (75 µM og 300 µM). Cytosoliske celleekstrakter blev 
analyseret ved Western blotting med anti-cytokrom c antistof. Kun ekstrakter fra celler uden Hsp70 resulterer i, 
at cytokrom c frigives til cytosolen [Creagh et al., 2000]. 
 
Ved behandling med H2O2 og efterfølgende analyse af cytosoliske fraktioner ved Western blotting. 
Dette viste, at der ikke var cytosolisk cytokrom c til stede i ekstrakter fra de Hsp70-transfekterede 
celler (Figur 19), hvilket tyder på at Hsp70 er i stand til at blokere frigivelse af cytokrom c [Creagh 
et al., 2000]. 
Hsp70 hæmmer H2O2-induceret apoptose ved at forhindre cytokrom c frigivelse, resulterende i at 
downstream aktivering af caspase-3 hindres. 
Mosser et al. [2000] viste ved Western blotting af cytosoliske ekstrakter, at mindre cytokrom c blev 
frigivet i celler der var blevet induceret til at udtrykke Hsp70 forud for heat shock-induceret 
apoptose. Tilstedeværelse af Hsp70 resulterede også i større viabilitet og mindre caspase-aktivitet in 
vivo. Derimod var celler der ekspresserede mutanten Hsp70∆ATPase ikke i stand til at forhindre 
frigivelse af cytokrom c, hvorfor ATP-domænet af Hsp70 må være nødvendigt for at forhindre 
cytokrom c frigivelse [Mosser et al., 2000]. 
 
2.2.7 Hsp70 interagerer med Apaf-1 
Apaf-1 udgør i samspil med cytokrom c og procaspase-9 apoptosomet, som aktiverer procaspase-9 
der videre er i stand til at aktivere procaspase-3. 
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Li et al. [2000] viste, at forvarmede celler resulterede i større ekspression af Hsp70. Ved 
efterfølgende letal heat shock-behandling af disse såvel som de Hsp70-transfekterede 
overekspresserende U937/Hsp70 celler, observeredes en anti-apoptotisk effekt i form af mindre 
DNA fragmentation ift. kontrolceller. Overekspression af Hsp70 korrelerede altså med en anti-
apoptotisk effekt i U937 celler. 
Det blev også bestemt at caspase-3 aktivitet i hhv. forvarmede U937 og U937/Hsp70 ved 
eksponering til letalt heat shock var meget lav i modsætning til kontrolceller. Der var en klar 
sammenhæng med viabiliteten, hvor de overekspresserende Hsp70 celler havde nedsat celledød ift. 
kontrollerne efter udsætning for letalt heat shock [Li et al., 2000]. Saleh et al. [2000] viste, at den 
katalytiske aktivitet for caspase-3 i celleekstrakter fra 293T-celler med tilsat cytokrom c og ATP 
blev reduceret til under det halve i de ekstrakter fra Hsp70-ekspresserende celler. Derimod blev 
aktivering af procaspase-3 ved tilstedeværelse af caspase-8 ikke signifikant hæmmet i 
celleekstrakter fra Hsp70-ekspresserende celler. Ydermere observerede Li et al. [2000] at 
procaspase-3 blev kløvet i U937-celler, mens ikke i hhv. forvarmede U937 og U937/Hsp70. Disse 
resultater vidner om, at Hsp70 hæmmer aktivering af procaspase-3 ved at interagere upstream for 
kløvning af procaspase-3, og således inhiberer apoptose. 
 
Ved immunoprecipitation af celleekstrakter fra cellelinjerne 293, HeLa og Jurkat, efter cellerne 
havde været udsat for heat shock, blev Hsp70 co-immunoprecipiteret med Apaf-1, hvilket antyder, 
at Hsp70 interagerer direkte med Apaf-1. Co-immunoprecipitation af Hsp70 med Apaf-1 i 
ekstrakter fra 293T-celler var tre gange så stor ved tilstedeværelse af ATP, hvilket viser at 
interaktionen mellem Hsp70 og Apaf-1 er direkte og ATP-afhængig. 
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Figur 20: Hsp70 blokerer for aktiveringen af procaspase-9 – en aktivitet betinget af ATP. Processering af 
procaspase-9 medieret af rekombinant Apaf-1L blev analyseret ved SDS-PAGE i reaktionsblandinger med eller 
uden cytokrom c/ATP og Hsp70, som det fremgår af skemaet. 
 
 
Kløvning af procaspase-9 in vitro blev induceret af Apaf-1L19, men skete kun ved tilstedeværelse af 
cytokrom c og ATP, og blev hæmmet på dosisafhængig måde af Hsp70. N-ethylmaleimid hæmmer 
bindingsaktiviteten af ATP for Hsp70, og forbehandling med denne resulterede i at procaspase-9 
blev aktiveret. Der sås altså en korrelation mellem tilstedeværelse af Hsp70 og processering af 
procaspase-9, hvor Hsp70 hæmmede processeringen og også her var ATP nødvendig for Hsp70s 
evne til at hæmme processering af procaspase-9. 
Ved gel-filtreringskromatografi af ekstrakter fra HeLa-celler, blev det vist, at tilstedeværelsen af 
Hsp70 hæmmer dannelsen af Apaf-1-caspase-9 oligomerisk kompleks ved tilstedeværelse af 
cytokrom c og ATP. Dette kunne tyde på, at Hsp70 binder til Apaf-1L monomer eller cyctochrom 
c-bundet monomerisk Apaf-1L og hæmmer oligomeriseringsprocessen på ATP-afhængig måde. 
Hsp70 blev co-elueret med Apaf-1 under tilstedeværelse af ATP, men ikke uden ATP, hvilket 
vidner om at forbindelse mellem Hsp70 og Apaf-1 sker under ATP-afhængighed.  
Ved tilstedeværelse af Hsp70 og ATP forhindres forbindelse mellem procaspase-9 og Apaf-1. 
Binding af Hsp70 til Apaf-1 hæmmer dets evne til at binde og processere procaspase-9 ved 
tilstedeværelse af cytokrom c og ATP. 
Hsp70 viste en bindingsaffinitet for CARD tilsvarende til den for monomerisk Apaf-1 og Hsp70 
immunofældede ikke med Apaf-1(100-530)∆CARD, og affiniteten afhang af ATP. Dette er 
                                                 
 
 
19
 en længere isoform af Apaf-1  
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indikation for, at Hsp70s interaktion med Apaf-1 er medieret af CARD (caspase recruitment 
domain) i monomer form af Apaf-1. Ydermere blev CARD-CARD associationen mellem Apaf-1 og 
procaspase-9 betydeligt reduceret ved tilstedeværelse af Hsp70, hvilket tyder på at Hsp70 blokerer 
denne association ved selv at interagere med Apaf-1’s CARD, men kun ved tilstedeværelse af ATP 
og på en dosis-afhængig måde. Hsp70 bandt ikke bemærkelsesværdigt til oligomerisk form af Apaf 
selv ved tilstedeværelse af ATP (og den smule der bandt kunne evt. skyldes partiel dissociation af 
det oligomere kompleks), hvilket understøtter, at Hsp70 binder til monomerisk form af Apaf-1 
[Saleh et al., 2000]. 
Hsp70∆ABD immunoprecipiterede ikke med Apaf-1 [Ravagnan et al., 2001], hvilket understøtter at 
ATP-domænet er nødvendig for Hsp70-Apaf-1 forbindelse. 
 
Hsp70 interagerer direkte med Apaf-1 på ATP-afhængig måde ved association med Apaf-1s CARD 
og forhindrer derved procaspase-9s rekruttering til apoptosomet og som konsekvens deraf dets 
processering. 
 
2.2.8 Hsp90 interagerer med Apaf-1 
Pandey et al. [2000b] viste ved immunoprecipitation med anti-cytokrom c og anti- Hsp90β/α i U-
937 cellelysater og efterfølgende immunoblotting med hhv. anti- Hsp90β og anti-cytokrom c, at 
hhv. Hsp90β og Hsp90α danner komplekser med cytokrom c, men at der ikke er en direkte 
interaktion mellem de to, da Hsp90 ikke associerer med oprenset cytokrom c. 
Immunodepletion af både Hsp90 og cytokrom c i et cellefrit system, resulterede i at aktivering af 
caspase-3-aktivitet blev hæmmet ved efterfølgende tilsætning af cytokrom c/dATP eller cytokrom 
c/dATP/Hsp90, modsat ekstrakter der kun var cytokrom c-depleterede, hvor caspase-3-aktivitet blev 
induceret, som dog blev blokeret igen ved tilsættelse af oprenset Hsp90. Deraf ses, at Hsp90 
hæmmer cytokrom c-afhængig aktivering af caspase-3. 
Celleekstrakter fra U937 immunodepleteret for Hsp90 havde en stærkt reduceret koncentration af 
Apaf-1 ift. til lysater før immunodepletion, mens niveauerne for hhv. caspase-9 og caspase-3 var 
uændret, indikerende at det er Apaf-1 som Hsp90 interagerer direkte med, hvilket blev understøttet 
ved immunoblotting med anti-Hsp90 og anti-Apaf-1 i hhv.  anti-Apaf-1 og anti-Hsp90 
immuniprecipitater af U-937 cellelysater.  
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Tilstedeværelse af Hsp90 in vitro viste sig at forhindre processering af procaspase-9, men ikke selve 
associationen mellem Apaf-1 og procaspase-9. Hsp90 blev kun co-elueret i fraktion svarende til 
monomerisk Apaf-1 uanset tilstedeværelsen af cytokrom c (som uden tilstedeværelse af Hsp90 co-
eluerede med Apaf-1 i fragmenter svarende til både monomerisk og oligomerisk form), hvilket 
antyder at Hsp90 forhindrer oligomerisering af Apaf-1. Dog var komplekser af Hsp90 og Apaf-1 
med overskud af cytokrom c i stand til at oligomerisere med omkring 40%, hvilket tyder på at 
Hsp90 konkurrerer med cytokrom c i at binde til Apaf-1 og at Hsp90 har større affinitet for binding 
til Apaf-1 end cytokrom c [Pandey et al., 2000b]. 
 
Hsp90 regulerer cytokrom c-induceret dannelse af apoptosomet negativt ved direkte interaktion 
med Apaf-1 og hæmmer dennes evne til at processere procaspase-9. 
 
Det er os desværre ikke muligt at fremvise visuel dokumentation for resultaterne fra [Pandey et al., 
2000b] da disse er beskyttet via copyright loven – kun udprint af den fulde artikel er tilladt. 
 
2.2.9 Caspase aktivitet induceret af apoptosomet 
Caspaser bliver syntetiseret som zymogener, og bliver aktiveret via proteolytisk kløvning mellem 
det store og lille subunit, og den efterfølgende kløvning af det store subunits prodomæne [Debatin, 
2004]. I apoptosen kan de medvirkende caspaser opdeles i to grupper: Indledende caspaser (eng. 
initiative caspases) og udførende caspaser (eng. effector caspases). 
De indledende caspaser omfatter caspase-2, -8, -9 og -10, og er ansvarlige for at transducere en 
række signaler til protease aktivitet. De indledende caspaser vil som oftest blive rekrutteret af 
aktiverede døds receptorer. De udførende caspaser omfatter caspase-3, -6 og -7, og har til opgave at 
kløve en række nukleare eller cytoplasmiske substrater [Riedl & Shi, 2004].  
Apoptosomet binder til procaspase-9, en proces der kræver at procaspase- er konstant associeret til 
apoptosomet for at bibeholde aktiveringen af enzymet [Jiang & Wang, 2004]. Der kræves således 
ingen proteolytisk kløvning for at aktivere procaspase-9, hvilket hindrer en række IAPs (inhibitor of 
apoptosis proteins) i at hæmme processen. [Jiang & Wang, 2004]. Apoptosomet og procaspase-9 
danner tilsammen et aktivt holoenzym der aktiverer procaspase-3, og derved katalyserer den 
endelige kaskade af caspaser der vil føre til lysering af cellen samt fagocytering af samme. 
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Regulering af caspase aktivitet 
Der eksisterer i cytoplasmaet en række apoptose hæmmere kaldet IAPs – en gruppe proteiner der 
også kan findes under mitose. IAPs hæmmer direkte caspase-3, som er den aktiverede form af 
procaspase-3. Derudover kan IAPs være med til at hindre den egentlige aktivering af procaspase-9 
[Debatin, 2004]. 
Tilstedeværelsen er af IAP er betinget af transkriptionsfaktoren NF-κB, som har vist sig at 
opregulere udtrykket af cIAP0, XIAP og cIAP1. 
Proteinerne SMACK og DIABLO har en hæmmende effect på IAPs og fungerer således fremmende 
på den mitokondrielt betingede apoptose pathway. 
 
2.3 Nekrose-lignende PCD 
Leist et al. [1997] påviser i et forsøg, at ATP er afgørende for udfaldet af cellers dødsprogram; uden 
ATP går cellen i nekrose-lignende PCD, men den apoptotiske proces kan genoptages ved 
reinducering af ATP [Leist et al., 1997]. 
En af de mest veldokumenterede årsager til nekrose-lignende PCD som følge af ATP mangel er 
mitokondrielt tab af membranpotentiale [Zong & Thompson, 2006]. Dette kan ske ved åbning af 
porer i mitokondriernes indre membran, kaldet  mPT-porer (Mitochondrial permeability transition). 
Ved åbning af disse porer, der tillader fri passage af molekyler på op til 1500 Da, trænger positivt 
ladede ioner som Ca2+ ind i matrix, og ∆Ψ20 kan ikke opretholdes. Desuden svulmer mitokondriet 
op som følge af det osmotiske tryk fra proteinerne i matrix [Halestrap et al., 2000]. mPT porers 
åbning kan induceres med signaler som forhøjet intracellulær Ca2+, inorganisk fosfat, basisk pH 
eller ROS. Porer kan også skabes af det mitokondrielle enzym cyklophilin, CyP(peptidyl-propyl 
cis-trans isomerase), der kan modificere proteiner i mitokondriernes indre membran. CyP ændrer 
konformationen af peptidbindinger omkring sekvenser indeholdende Prolin og kan således omdanne 
                                                 
 
 
20Betegnelse for membranpotentialet i mitokondrierne. Under normale omstændigheder vil ∆Ψ, ved ATP-biosyntese, 
være på ~220 mV. 
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et membranprotein til en kanal [Halestrap et al., 2000]. Det er ikke endeligt afklaret, hvilke 
membranproteiner der transformeres.  
mPT porers åbning er ikke nødvendigvis en irreversibel del af nekrose-lignende PCD. I visse 
tilfælde kan ATP niveauet genetableres ved lukning af porerne. I så fald frigives cytokrom c fra 
mitokondriet og cellen går i apoptose.  
 
 
 
2.3.1 Ca2+: 
Størstedelen af den intracellulære calcium befinder sig i det endoplasmatiske reticulum (ER) og 
åbning af membranporeri ER kan øge de intracellulære koncentrationer. Ligeledes kan åbning af 
porer i den cytoplasmatiske membran hæve koncentrationen, da de ekstracelullære Ca2+ værdier er 
omkring 1,2mM hvor værdierne i cellerne er ca. 0,1µM [Zong & Thompson, 2006]. Da VDAC i 
den ydre mitokondrielle membran tillader fri passage af små metabolitter som K+, Na+ og Ca2+ er 
der direkte adgang for Ca2+ ionerne til mitokondriernes indermembran [He & Lemasters, 2003]. 
 
Effekterne af calcium kan siges at være selvforstærkende, da høje koncentrationer aktiver proteaser, 
calpainer, i cellen, som nedbryder Na+/Ca2+ exchangeren i plasmamembranen. Dette 
membranprotein er ene om at udskille Ca2+ fra cellen og værdierne stiger derfor yderligere. Hvor 
intracellulære koncentrationer omkring 200-400 nM Ca2+ oftest provokerer apoptose, medfører 
værdier over 1 µM nekrose-lignende PCD.  
 
2.3.2 ROS 
Reaktive oxygenradikaler (eng.: Reactive oxygen Species, ROS) indbefatter superoxid(O2-), 
hydrogen peroxid (H2O2), nitrogenoxid (NO•) og hydroxylradikaler (•OH). De er et biprodukt af 
respiration og bliver skabt i elektronrige omgivelser som elektrontransportkæden i det 
mitokondrielle matrix. ROS er skadelige for adskillige cellulære komponenter som DNA og 
lipidmembraner, og kan medføre både apoptose og nekrose-lignende PCD. Af samme grund findes 
der flere systemer antioxidativ beskyttelse i form af endogene proteiner (superoxid dismutase, 
catalase, etc.) eller scavengers, som glutathion (GSH) i hepatocytter (se afsnit om Leverens 
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funktioner) [Proskuryakov et al., 2002; Zong & Thompson, 2006]. Mitokondrielle defekter og 
immunologiske reaktioner er faktorer, som kan øge cellens produktion af ROS.  
Intracellulære lipidmembraner som lysosom- og ER membraner, såvel som plasmamembranen er 
yndede mål for ROS, der angriber dobbeltbindinger af polyumættede fedtsyrer [Zong & Thompson, 
2006]. Høje koncentrationer af ROS kan derfor føre til tab af mitokondrielt membranpotentiale som 
følge af beskadigede lipidmembraner, mPT porer og udslip af proteaser fra ER og lysosomer. 
Nyere forskningsresultater indikerer, at ROS har en funktion i death-receptor medieret celledød (se 
”Extrinsic pathway” i apoptoseafsnittet). Ved immunrespons skulle proinflammatoriske cytokiner 
som TNF kunne øge produktionen af ROS med intracellulære skader, apoptose eller nekrose-
lignende PCD til følge. Death-receptor medieret nekrose-lignende PCD har tillige vist sig at 
afhænge af RIP kinase og ROS [Leist & Jaattela, 2001].   
 
2.3.3 Hsp hæmmer mPT 
 
Heat shock proteiners effekt på mPT er blevet undersøgt i flere forsøg med modstridende resultater. 
[Takuma et al., 2002] undersøger Hsps antiapoptotiske potentiale i et forsøg med H2O2 på en 
astrocytcellekultur. For at undersøge en eventuel forebyggende effekt af Hsp på oxidative skader på 
porer i den mitokondrielle indermembran (se Figur 21), blev en cellekultur varmebehandlet i 10 
min. ved 40°C for at inducere Hsp. Herefter blev cellerne inkuberet et døgn for så at blive udsat for 
100 µM H2O2 i 30 min.   
Deres resultater påviste ingen effekt af Hsp på det mitokondrielle membranpotentiale. [Takuma et 
al., 2002]. 
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Figur 21: Hsps forebyggelse af oxidative skader på de mitokondrielle membranporer undersøges på 
varmebehandlede celler. Opvarmningen af cellerne til 40°C inducerer Hsp og farvestoffet DiOC6 anvendes til at 
måle det mitokondrielle membranpotentiale. Forsøget påviser ingen nævneværdig effekt af Hsp på mPT 
[Takuma et al., 2002]. 
 
 
 
Creagh et al. [2000] udfører ligeledes et forsøg med H2O2, men på humane lymfoblast T-celler. To 
klonede cellelinier blev brugt; en transfekteret med Hsp70, G5, og en transfekteret med en tom 
vektor, V6. Begge cellelinier blev herefter inkuberet i 5 timer i 75 og 300 µM H2O2, hvorpå ∆Ψm 
blev målt. Målingen blev foretaget med den lipofile cation, 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’ 
tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1), et fluocerende farvestof som trænger ind i 
mitokondrier, og hvis nuance varierer fra grøn til orange som funktion af membranpotentialet. 
Forsøget påviste betydelig forskel på de to kloners overlevelse og membranpotentiale; V6 havde 
nedsat ∆Ψm og lavere overlevelsesprocent allerede ved 75 µM, hvor G5 syntes mindre påvirket (se 
Figur 22). Creagh et al. [2000] konstaterer ud fra forsøget, at Hsp yder cellerne beskyttelse på 
mitokondrielt niveau eller før.  
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Figur 22: ∆Ψm sammenlignes i G5 celler med transfekteret Hsp 70 gen og referencen V6. Overlevelsesprocenten 
er omringet i venstre hjørne af hver figur. Ved begge koncentrationer H2O2 ses øget resistens hos G5 [Creagh et 
al., 2000]. 
    
 
Et tredje forsøg blev udført af He & Lemasters på rottelevermitokondrier. Rotterne blev bedøvet og 
opvarmet til 42°C kropstemperatur bibeholdt i 15 min for at inducere Hsp, hvorpå leverens 
mitokondrier blev isoleret. mPT blev herefter induceret med forskellige koncentrationer HgCl2 og 
CaCl2 tilsat i mediet. Et separat forsøg blev udført med Mastoparan, som er et amfipatisk peptid21. 
Herefter blev mediets turbiditet målt spektrofotometrisk som funktion af tid ved OD 540 nm. 
Således kunne mitokondriernes membranporepermeabilitet måles, da mitokondrier svulmer op som 
følge af mPT (se Figur 23). 
Resultaterne viste en klar tendens til spontan opsvulmning af mitokondrierne fra referencerne, hvor 
størrelsesændringen blandt de varmeinkuberede mitokondrier indtraf senere og mere gradvist. He & 
Lemasters konkluderede, at Hsp forsinkede mTP og at følsomheden over for de mPT inducerende 
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 Peptid, som både har hydrofobe og hydrofile egenskaber. 
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stoffer blev nedsat [He & Lemasters, 2003]. 
 
 
Figur 23: Absorbansen v. 540 nm måles over tid på opløsning med mitokondrier, HgCl2 og CaCl2, som er mPT 
inducerende stoffer. A er referencer, hvor B er levermitokondrier fra varmeinkuberede rotter. Effekten af 
stofferne er forsinket i de varmeinkuberede mitokondrier og mPT induceres ved 40 µM HgCl2 mod 20 µM HgCl2 
i referencen [He & Lemasters, 2003]. 
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Figur 1: Absorbansen v. 540 nm måles over tid på opløsning med mitokondrier, samt Mastoparan og CaCl2, som 
er mPT inducerende stoffer. A er referencer, hvor B er levermitokondrier fra varmeinkuberede rotter. Effekten 
af stofferne er forsinket og nedsat undtagen i C, hvor koncentrationen af Mastoparan er 4 µM. Inkuberingen af 
rotterne ved 42°C synes at nedsætte mitokondriernes følsomhed for Mastoparan [He & Lemasters, 2003]. 
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3 Diskussion 
3.1 Hsp27 
Hsp27 yder antiapoptotisk effekt, både i den indre og ydre apoptotiske pathway. I den 
mitokondrielle pathway interagerer Hsp27 direkte med cytokrom c og blokerer derved for dennes 
rekruttering til apoptosomet og videre aktivering af hhv. procaspase-9 og procaspase-3. I den 
dødsaktiverende ligandafhængige apoptose hæmmer Hsp27 Daxx-medieret apoptose ved at blokere 
interaktion mellem Daxx og hhv. Fas og Ask1. Det er ikke de samme egenskaber af Hsp27 der yder 
cytobeskyttelse i de to forskellige pathways. I den mitokondrielle pathway er det α-
crystallindomænet og N-terminalen af Hsp27 der indgår i den hæmmende interaktion med cytokrom 
c, mens det i den dødsaktiverende ligandafhængige pathway er nødvendigt for Hsp27 at findes i sin 
dimeriske fosforylerede form for at kunne blokere Daxxs mekanisme. α-crystallindomænet og N-
terminalen udgør begge dele af Hsp27s egenskab til at forhindre aggregering af proteiner, og det 
kunne derfor tænkes, at Hsp27 i interaktionen med cytokrom c anvender chaperone-mekanismen, 
og hvis det er tilfældet må Hsp27 forbindelse findes i sin oligomere aktive form, hvilket ingen af 
forsøgene der undersøgte denne direkte interaktion belyste. Derimod tyder det på, at det er en helt 
anden funktion af Hsp27 der anvendes i interaktionen med Daxx, da det her er den chaperone-
inaktive dimeriske form af Hsp27, men da Charrette et al. [2000] ikke undersøgte, hvilke domæner 
af Hsp27 der havde betydning for interaktionen med Daxx kan der ikke sluttes noget endeligt. 
 
3.2 Hsp70 
I den mitokondrielt betingede apoptose yder Hsp70 antiapoptotisk effekt på flere stadier; 
oligomerisering af Bax og efterfølgende translokation til den mitokondrielle membran, frigivelse af 
cytokrom c fra mitokondrierne samt interaktion med AIF, alle resulterende i negativ regulering af 
apoptose.  
 
Hsp70s hæmning af Bax oligomerisering og efterfølgende translokation til membranen resulterer i, 
at cytokrom c frigivelse også bliver hæmmet, hvorfor disse resultater fra Stankiewicz et al. [2005] 
kan tænkes at have en sammenhæng med resultaterne fra Ravagnan et al. [Ravagnan et al., 2001], 
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som påviste at cytokrom c frigivelse blev hæmmet af Hsp70. Både Mosser et al. [2000] og 
Stankiewicz et al. [2005] viste, at ATP-domænet af Hsp70 var nødvendig for disse reguleringer. 
Derfor kunne det tænkes, at det er det samme molekyle i den mitokondrielle pathway som Hsp70 
indvirker på, resulterende i, at cytokrom c ikke bliver frigivet fra mitokondrierne. Ydermere tyder 
resultaterne fra Stankiewicz et al. på, at dette sker upstream for Bax, da Hsp70 ikke interagerede 
direkte med Bax. tBid er derfor et muligt mål, da dette protein netop medierer oligomeriseringen af 
Bax.  
 
Hsp70 interagerer direkte med Apaf-1 og det har vist sig at både ATP- og peptidbindingsdomænet 
på heat shock proteinet er afgørende i denne forbindelse. Ligeledes er bindingen ATP afhængig, 
hvorfor det kunne tænkes at ATP-domænet af Hsp70 indgår i en katalytisk proces der er en del af 
interaktionen. I så tilfælde ville ATP-domænet ikke indgå i den direkte forbindelse med Apaf-1, og 
man kunne forestille sig, at peptidbindingsdomænet udgjorde den del af Hsp70 som interagerer 
direkte med Apaf-1. I så fald kunne man forestille sig, at Hsp70s interaktion med Apaf-1 foregik på 
en måde der indbefatter Hsp70s chaperone-mekanisme, hvor Apaf-1 bindes som substrat, hvilket 
ville forklare behovet for begge domæner. Selvfølgelig kan det ikke udelukkes, at ATP-domænet 
indgår i den direkte interaktion. 
 
Hsp70 har vist sig at have en hæmmende effekt på AIF ved direkte interaktion. Denne egenskab er 
ATP-uafhængig, hvorfor det ikke tyder på at chaperone-funktionen af Hsp70 spiller ind i dens 
negative regulerende effekt af AIF. Derimod er Hsp70s peptidbindingsdomæne afgørende for 
bindingen. 
 
I den dødsaktiverende ligandafhængige apoptotiske pathway er Hsp70 negativ regulator på flere 
niveauer; direkte interaktion med AIF, accelereret inaktivering af JNK samt stabilisering af 
lysosomale membraner. 
 
Hsp70 agerer direkte med ASK1 resulterende i hæmning af dennes homo-oligomerisering og videre 
downstream aktiviteter. Hsp70s ATP-domæne og N-terminal er nødvendige for disse egenskaber. 
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I modsætning til Hsp70s indflydelse på de tidligere beskrevne pathways, synes der ikke at være en 
direkte interaktion med JNK. Hsp70 synes umiddelbart at hindre JNK induceret apoptose ved at 
opregulere defosforyleringen af JNK og dermed dens deaktivering. Dette påstås at foregå ved 
stimulans af JNK fosfatasens aktivitet. 
I visse tilfælde konstateres imidlertid alligevel en Hsp70 induceret hæmning af JNKs 
startaktivering. Dette afhænger af koncentrationen af Hsp70 under forsøget samt graden af heat 
shock. En nærliggende tanke er desuden, at Hsp70s interaktion med ASK1 hæmmer aktiveringen af 
JNK. Dette kunne forklare den reducerede aktivering af JNK ved højere koncentrationer Hsp70; 
affiniteten af Hsp70 for ASK1 skulle så være lavere end for JNK fosfatase. I så fald ville man se en 
defosforylering af JNK ved lave koncentrationer Hsp70 og en hæmning af ASK1s fosforylering af 
JNK ved høje koncentrationer førende til den observerede lavere startaktivering.  
I et forsøg udført af Mosser et al. [2000] ses endnu en gang en nedsat startaktivering af JNK 
forårsaget af Hsp70. I dette forsøg udsættes cellekulturerne for to forskellige temperaturer heat 
shock, 43°C og 45°C. De efterfølgende observationer indikerer en væsentligt tydeligere effekt af 
Hsp70 på JNKs startaktivitet ved 43°C end ved 45°C.  
Forklaringen på dette fænomen kunne være, at Hsp70s effekt på JNK er øget. Det forekommer os 
overraskende, at en mindre temperaturforskel i et spektrum så langt fra den almindelige 
kropstemperatur på 37°C skulle have så markant en effekt, som at ændre Hsp70s substrat fra JNK 
fosfatase til JNK. 
 
Lysosommembranpermeabilisering (LMP) kan forebygges af Hsp70, men kun hvis disse er 
lokaliseret i lysosommembranen. Dette forhindrert cathepsiners frigivelse fra lysosomerne, 
resulterende i at cathepsin-medieret mPT også hæmmes. 
 
3.3 mTP 
Den nøjagtige mekanisme bag Hsp70s hæmmende effekt på mPT er endnu ikke kendt. Ud af de tre 
forskelligartede forsøg beskrevet, fokuserer to på Hsp72 hvor det sidste ikke skelner mellem Hsp-
familierne.  
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In vitro forsøg udført af Takuma et al. [2002] påviste ingen beskyttende effekt af Hsp på 
mitokondrielle membranporer. Forsøget blev udført på astrocytter og Hsp blev induceret med 10 
min. inkubering v. 40°C. mPT blev induceret med 100µM H2O2.  
Et mere omfattende forsøg blev udført af Creagh et al. [2000] med klonede Hsp72 cellelinier og 5 
timers inkubering v. 75 og 300 µM H2O2. Her var klare resultater, der indikerede at Hsp72 
beskyttede cellernes mitokondrielle membraner og hjalp dem til overlevelse. 
I sidste forsøg blev Hsp72 induceret in vivo på rotter hvorpå mitokondrierne blev isoleret og udsat 
for mPT-inducerende stoffer. Herefter blev ændringen af deres størrelse registreret over tid med et 
spektrofotometer. 
Dette sidste forsøg har fordelene af, til dels at være udført in vivo, dels løbende at følge 
mitokondriernes størrelsesændringer. Således ses det, at Hsp72 udsætter mPT hvilket under 
oxidativt stress kunne tænkes at give celler tid til at genoprette det intracellulære miljø og undgå 
celledød. Ligeledes kunne Hsp72 vende en igangværende nekrotisk celledød til apoptotisk, da mPT 
gerne fører til nekrose. Dette er dog kun muligt såfremt cellen har ATP til rådighed [Kim et al., 
2003]. 
mPT kan tænkes at være en relevant PCD pathway i studiet af toxininducerede leverskader, da 
hepatocytter i denne forbindelse ofte undergår en nekroselignende celledød [Yin & Ding, 2003]. 
 
3.4 Hsp90 
Hsp90 yder sin antiapoptotiske effekt i både den mitokondrielle pathway og den dødsaktiverende 
ligandafhængige pathway. I den mitokondrielle pathway interagerer Hsp90 direkte med Apaf-1 og 
hæmmer dennes oligomerisering og evne til at processere procaspase-9 vha. cytokrom c.  
I den dødsaktiverende ligandafhængige pathway interagerer Hsp90 direkte med RIP og stabiliserer 
denne, hvilket resulterer i, at inhibitoren IκBa nedbrydes og transkriptionsfaktoren NF-κB aktiverer 
transkription af antiapoptotiske proteiner.  
Det er ikke undersøgt, hvilke domæner af Hsp90 der er nødvendige for disse interaktioner, og 
derfor kan Hsp90s specifikke virkningsmekanisme i hæmning af apoptose ikke belyses detaljeret og 
det kan ikke siges, om der er nogen fællestræk i Hsp90s direkte interaktion med hhv. Apaf-1 eller 
RIP. 
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Konklusion 
Mange af heat shock proteinernes apoptoseinhiberende evner har generel funktion i flere former for 
programmeret celledød. Da cellers skæbne ofte synes reguleret på mitokondrieniveau, er det endnu 
ikke afgjort hvilken dødspathway de vil følge. Hsps effekter kan hjælpe til at afgøre dette og deres 
rolle tidligt i processen gør at proteinerne i visse tilfælde kan hjælpe cellen til at overleve eller dø 
uden inflammatoriske konsekvenser for det omgivende væv. 
 
Vi har gennem rapporten søgt at afdække Hsp’s evne til at inhibere programmeret celledød, og vil i 
dette afsnit skematisere omfanget af Hsp’s inhibering, samt eventuelle generelle egenskaber der 
måtte være for de respektive Hsp’s. Vi vil herunder ikke skitsere eventuelle hypoteser udarbejdet på 
baggrund af vores gennemgang af litteratur 
 
Protein Inhibering Generelle egenskaber 
Hsp27 Cytokrom c, Daxx Kunne ikke bestemmes 
Hsp70 Cathepsin (stabiliserer den 
lysosomale membran), 
AIF, ASK1, Bax 
Hsp70 aktiviteten viste sig 
i høj grad at være betinget 
af dets ATP-domæne 
Hsp90 RIP, Apaf-1 Kunne ikke bestemmes 
Tabel 2: Ovenstående tabel skitserer de fundne effekter af hhv. Hsp27, 70 og 90. Herunder hvilke aktører i PCD 
der inhiberes af Hsp, samt eventuelle generelle egenskaber i den sammenhæng. 
 
Overordnet set må omfanget af Hsp’s inhibering af PCD betegnes som værende af afgørende 
betydning. Der er dog ikke grundlag for at snakke om Hsp’s effekt på apoptose induceret i den 
humane organisme under normale forhold. Dette skyldes naturligvis at alle de forsøg vi her har 
anvendt, og størstedelen af den tilgængelige litteratur, vidner om eksperimentelle resultater 
fremskaffet på baggrund af induceret Hsp. Der er således ikke tale om eksperimenter foretaget på en 
naturlig koncentration f Hsp in vivo. 
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